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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti
organickych frakci huminovych latek, které byly ziskdny pomoci metody chromatografie na
tenké vrstvé. Pfislusné vzorky huminovych latek byly v této préci izolovany ze vzorku
slovenského alginitu na zakladé postupu mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych
latek (IHSS). K charakterizaci izolovanych vzorkti huminovych latek byly vybrany
nasledujici analytické techniky: termogravimetrickd a elementarni analyza, molekulova
absorp¢ni spektrometrie (UV/Vis), infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
(FTIR) a ustalend fluorescencni spektrometrie (steady-state). Jednotlivé organické frakce
huminovych latek byly charakterizovany pomoci metod molekulové absorpéni spektrometrie
(UV/Vis) austalené¢ fluorescenéni spektrometrie (steady-state). Pomoci fluorescencni
spektrometrie bylo zjisténo, ze HL jsou sloZeny z fluorescen¢nich domén huminového a ne-
huminového (proteinového) charakteru. Organické frakce, které odpovidaly huminovym
fluoroforim byly charakterizovany vyS$im zastoupenim kyslikatych substituentd na
aromatickém jadfe, vyS$$im stupném aromaticity a rovnéz vyS$$i molekulovou hmotnosti.
Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat postup frakcionace organické
hmoty za ucelem detailniho porozuméni struktury a vlastnosti huminovych latek, které byly
izolovany ze sedimentdrni horniny alginitu. Na zéklad¢ toho byla zhodnocena prakticka
vyuzitelnost metody tenkovrstvé chromatografie k vyznamnému sniZzeni molekularni
heterogenity studovanych HL.

KLICOVA SLOVA

Organickd hmota, huminové latky, frakcionace, chromatografie na tenké vrstvé (TLC),
UV/Vis spektrometrie, FTIR spektrometrie, fluorescencni spektrometrie



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the study of structure and physicochemical properties of
organic fractions of humic substances, which were obtained by the method of thin-layer
chromatography. Humic substances, which were used in this study, were isolated from
a sample of Slovak alginite based on the procedure of the International Humic Substances
Society (IHSS). The following analytical techniques were selected for the characterization of
isolated humic substances: thermogravimetric and elemental analysis, molecular absorption
spectroscopy (UV/Vis), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and steady-state
fluorescence spectroscopy. Each organic fraction of humic substances were characterized by
molecular absorption spectroscopy (UV/Vis) and steady-state fluorescence spectroscopy.
Using steady-state fluorescence spectroscopy, humic substances were found to be composed
of fluorophores of humic and non-humic (protein) character. Organic fractions corresponding
to the humic fluorophores were characterized by a higher content of oxygen substituents on
the aromatic nukleus, a higher degree of aromaticity and also a higher molecular weight. The
aim of this diploma thesis was to design and optimize the process of organic matter
fractionation for the purpose of detailed understanding of the structure and properties of
humic substances, which were isolated from the sedimentary rock alginite. Based on this, the
practical applicability of the thin layer chromatography method to significantly reduce the
molecular heterogenity of the studied humic substances was evaluated.

KEYWORDS

Organic matter, humic substances, fractionation, thin-layer chromatography (TLC),
UV/Vis spectroscopy, FTIR spectroscopy, fluorescence spectroscopy
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1 UVOD

Pidni organicka hmota (SOM) je Cast pudy, ktera se sklad4 z rostlinné nebo zivocisné tkdné
v ruznych stadiich a stupnich rozkladu, které spoluvytvareji tzv. pidni nekroedafon.
Organicka hmota je tvofena z riznych slozek, které I1ze rozdélit do tfi hlavnich typt. Prvni typ
tvofi mikrobidlni biomasa a zbytky odumfelych tél rostlin. Druhym typem SOM je aktivni
pudni organickd hmota, oznaCovéana jako detrit. Tyto dva typy organickych latek piispivaji
k urodnosti pudy, jelikoz dekompozici téchto frakei dochazi k uvoliovani rostlinnych zivin,
jako jsou dusik, fosfor nebo draslik. Poslednim typem je stabilni ptidni organicka hmota, Casto
oznacovana jako humus, kterd se tvoii z rozloZzenych rostlinnych a zivociSnych tkani. Frakce
humusu je dulezita, jelikoz ptispiva k drobtovité struktufe piidy a kationtové vymeénné
kapacité jejich castic. Je také frakci, ktera urcuje tmavou barvu ptdy. Pfitomnost stabilni
SOM s sebou piinasi také celou fadu fyzikalnich, chemickych a biologickych vyhod. Diky jeji
pfitomnosti se zvySuje stabilita pldniho agregéitu, zlepSuje se infiltrace vody
a provzduSiiovani pudy. Dale se snizuje lepivost jilovitych pid a usnadiuje se tak jejich
obdélavani. Mezi dulezité chemické vlastnosti humusu pak patii schopnost odolavat zménam
pH, urychlovat rozklad ptidnich minerald a zpfistupiiovat Ziviny v minerdlech (Ca**, Mg?",
K"), které jsou nasledné transportovany k rostlinaim. Humus také poskytuje potravu zivym
organismiim v ptidé a zvysuje mikrobidlni biologickou rozmanitost a aktivitu, ¢imz napoméha
pfi potlaceni negativnich vlivil, které jsou v dneSni dobé pfedevsim spjaty s antropogenni
¢innosti ¢loveka [1; 2].

Huminové latky (HL) jsou nedilnou soucasti stabilni plidni organické hmoty. Predstavuji
heterogenni smés pfirozené¢ se vyskytujicich organickych latek. Tyto slouceniny jsou
v pfirod¢ vSudypiitomné a vznikaji mikrobialni degradaci odumfelé rostlinné hmoty, jako je
lignin a jinych biopolymernich latek. Tento proces samovolné pfemény védci Casto uvadéji
pod nazvem humifikace [3]. HL jsou po procesu humifikace velmi odolné viici dalsi
biodegradaci. Pfesné vlastnosti a struktura daného vzorku HL zavisi na zdroji ptirodni matrice
a na konkrétnich podminkéach geneze, pii kterych jsou tyto biokoloidni latky syntetizovany.
Frakcionace téchto latek muze byt pak pouZita kizolaci strukturné jednodusSich resp.
homogenngjsich frakci HL. Tento pfistup se zda byt vhodnym k podrobnéjsi interpretaci
jejich slozité struktury a v neposledni tfad€ ik pochopeni jejich unikatnich fyzikalné-
chemickych vlastnosti [4].

Cilem této prace bylo izolovat HL ze vzorku slovenského alginitu pomoci standardni
metody navrzené mezindrodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS). Déle bylo
potieba navrhnout a realizovat metodu frakcionace organické hmoty z izolovanych vzorkti HL
s vyuzitim chromatografie na tenké vrstvé (TLC), kterd by mohla byt ndpomocna k objasnéni
a ziskani informaci o struktufe, a také k predikci jednotlivych stavebnich kament téchto
biokoloidnich latek. Poslednim tukolem pak bylo zhodnotit praktickou vyuzitelnost metody
tenkovrstvé chromatografie pro frakcionaci slozitych organickych systémt.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vznik alginitu

Alginit je komplexni piidni agregét fosilni biomasy na bazi fas, jilovitého sopecného popela
a uhli¢itanu vapenatého. Spolu s amorfni organickou hmotou byva soucasti nékterych typt
kerogenu. Podle studii [5] existuji dvé odlisné formy alginitu. Jsou to Alginit A (telalginit),
ktery obsahuje morfologicky rozlisitelné mikrofosilie, a Alginit B (lamalginit), jenz je vice
amorfni.

wrwe

vytvofil kruhovy val z tufového materialu, ktery se po ukonceni sopecné aktivity prestal dale
rozSifovat a vznikl tak sopecny zarodek nazyvajici se maar. Krater vyhaslé¢ sopky se poté
postupné zaplnil destovou vodou a vzniklo kraterové jezero, v jehoz vode obsahujici velké
mnozstvi minerdlnich zivin (fosfor, draslik, hot¢ik, vapnik), se dafilo drobnym vodnim
rostlinam, zejména pak fasam. Ke vzniku samotného alginitu poté doslo postupnou
sedimentaci odumfelych kolonii fas, které se na dné kraterového jezera obohatily o mineralni
ziviny a o rizné stopové prvky splavené spolu s jilem ztufového tvalu. Vznikla usazena
hornina dostala nazev alginit pravé diky vysokému obsahu odumftelych tas (tfasy = algae) [6;
7].

2.2 Slozeni alginitu

Alginit ma polymineralni charakter, ze které¢ho logicky vyplyva jeho chemické slozeni a také
jeho sorpcni vlastnosti. Dominantni zastoupeni v alginitu méa smektit s obsahem molekularni
vody. Smektit patii do skupiny vrstevnatych silikath a jeho zastoupeni v alginitu miize byt
az 60 hm. %. Dale byl v alginitu potvrzen vyskyt kiemene a Zivce, které maji zastoupeni
pfiblizné¢ 10-15 hm. %. V alginitu jsou pfitomny také —OH skupiny jilovych minerald,
zejména pak illitu. Prave illit spole¢né se smektitem, kaolinitem a organickou hmotou jsou
schopny eliminovat rizikové prvky v padach. Alginit je také tvofen kalcitem, se zastoupenim
zhruba 12 hm. %, a vépencem, jenz tvoii pfiblizné 11 hm. % alginitu. Alginit obsahuje kromé
organické hmoty také primarni a sekundarni alumosilikaty, které ovliviiuji dalsi fyzikalni
a chemické vlastnosti této horniny [8].

Mineralogické slozeni alginitu limituje také jeho chemické vlastnosti. Jak jiz bylo zminéno
vyse, alginit obsahuje velké mnozstvi organické hmoty, coz fadi tuto horninu mezi produkty
fosilniho charakteru. Zastoupeni ve formé oxida kiemicitého (SiO2) a hlinitého (Al,0O3) je
velmi vyznamné pro technologie vyroby silikatd. Na zékladé naméfenych hodnot pH se
alginit fadi mezi neutralni latky s pomérné vysokym obsahem humusu. Co se ty¢e biogennich
prvki, jsou v této horning piitomny N (NO2"), P (P,0s), Na*, K*, Ca?' (Ca0), Mg*" (MgO)
a SO4*". Ze stopovych prvkli lze v alginitu nalézt Mn?" (MnO), Cu**, B*, Mo*" aZn?'
a z rizikovych prvkl se zde v malé mife vyskytuji As**, Cd**, Pb*", Hg?>" a Cr**. Materidl je
tedy charakterizovan vyvéazenym pomérem biogennich a stopovych prvkl a velmi nizkym
obsahem rizikovych prvkia a tézkych kovi. Diky tomu je alginit hojné vyuzivan
v zemédélském agrochemickém primyslu pii dekontaminaci ptid a upravé jejich fyzikalng-
chemickych vlastnosti. Alginit, jenz je aplikovan do ptdy, je schopen zlepsit jeji drobtovitou
strukturu a pomahd navic pfi regeneraci puidni organické hmoty. Je to slibny materidl, ktery
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dokaze kultivovat pidu bez nepfiznivych uG¢inkd. Kromé pouziti alginitu jako plidniho
kondicionéru je také mozné pouzit huminové kyseliny, izolované z alginitu, ke stabilizaci
prospésnych mikroorganismd, ¢i jako stimulanty pro prospésné bakterie. Tento netoxicky
material se vyskytuje v jizni ¢asti Slovenska, a také ve vychodni ¢asti Mad’arska [9].

2.3 Huminové latky

Huminové latky jsou ptirodni organické slouceniny, které vznikly chemickym a biologickym
rozkladem organické hmoty a syntetickou ¢innosti mikroorganismtil. Protoze jsou hlavni
slozkou pidniho humusu, vyskytuji se huminové latky v ur¢itém mnozstvi ve vSech druzich
pud, ale také v raselin€, hnédém uhli, sedimentech, nebo i v povrchové a podzemni vodé [10].
Mnozstvi huminovych latek v pidé ovliviiuje odlisné podnebi a s tim souvisejici vlhkost
pudy. Tyto latky jsou pfitomny v nizinnych i1 horskych ptdach, v tropickych i chladnych
arktickych podnebi a mohou byt jak ve vlhkych, tak i v suchych puadach. Znamé svym
vysokym obsahem organické hmoty jsou mollisoly, pidy pod travnatou vegetaci polovlhkych
oblasti [11; 12]. Obsah huminovych latek v pfirodnich matricich kolisa od stopovych
mnozstvi (pisky, jily), pfes jednotky procent (bézné zeminy) az k desitkam procent (hnédé
uhli, lignit). Mimotradné vysoky obsah pak vykazuje napf. raselina, ve které muze byt obsah
huminovych latek 80 hm. % a vice [13].

Huminové latky jsou tmavé zbarvené, kyselé, pfevazné aromatické chemicky slozité
slougeniny s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 1:10? do 1:10° Da. Tyto pomérné stabilni
komplexni slouceniny obsahuji heteroatomy, mezi kterymi jsou vyznamné zejména kysliky
v karboxylovych a fenolickych funkénich skupinach. Dale se v huminovych latkach vyskytuje
také sira a dusik, které vSak nejsou tolik vyznamné. Huminové latky maji velmi sloZitou
strukturu, kterd dosud nebyla pfesné¢ objasnéna ipfesto, Ze jsou tyto latky predmétem
zkoumani uz vice nez 100 let. Diilezitou vlastnosti huminovych latek je jejich schopnost tvofit
ve vod¢ rozpustné i nerozpustné komplexy s kovovymi ionty, a také interagovat s jilovymi
materidly a organickymi slouCeninami jako jsou alkany, mastné kyseliny, dialkylftalaty ¢i
pesticidy [10; 14].

2.3.1 Rozdéleni huminovych latek

Za hlavni slozky huminovych latek jsou obvykle povazovany huminové kyseliny (HK),
fulvinové kyseliny (FK) a humin (HU). Mezi tyto typy huminovych latek, jejichz fyzikalné-
chemické vlastnosti jsou porovnany na Obr. 1, autofi obCas zafazuji i hymatomelanové
kyseliny (HY), coz jsou frakce huminovych kyselin. Tyto slozky se od sebe 1isi chemickou
strukturou, molekulovou hmotnosti a svou rozpustnosti v zasadach a kyselinach [10; 13; 12].
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Sedé HK hnéde HK
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Obr. 1: Fyzikalné-chemické viastnosti huminovych latek a jejich rozdéleni [15]

Fulvinové kyseliny jsou skupinou huminovych latek, které jsou rozpustné v zasadach,
kyselinach i ve vodé. Predpoklada se, Ze jde o koloidni polydispergované latky, které maji
zlutou az zlutohnédou barvu. Ze vsech tfi hlavnich typt huminovych latek maji fulvinové
latky vykazuji hydrofilni chovani a jsou kyselé povahy. Je to ztoho diivodu, ze fulvinové
kyseliny obsahuji vétsi pocet funkcénich skupin kyselého charakteru, predevsim skupin
karboxylovych (—COOH), fenolickych (-OH) a karbonylovych (C=0). Fulvinové kyseliny
jsou diky témto kyselym funkénim skupindm povazovany za nejreaktivnéjsi frakce
huminovych latek ve vodném prostiedi [11; 16].

Huminové kyseliny tvoii nejkvalitnéjsi slozku huminovych latek. Jsou to slouceniny, které
jsou rozpustné v bazickych rozpoustédlech. Na rozdil od fulvinovych kyselin jsou vSak
omezené rozpustné ve vodé a nerozpustné za siln¢ kyselych podminek. Jsou to koloidni
polydispergované latky tmaveé hnédé az ¢erné barvy a jsou, rovnéz jako fulvinové kyseliny,
hydrofilni a kyselé povahy [13]. Tyto slou€eniny maji velkou molekulovou hmotnost, ktera se
pohybuje vrozmezi od nékolika stovek az po tisice Daltonti. Tyto latky jsou tvofeny
aromatickym jadrem, které je fenolového ¢i  chinonového typu. Na jadro jsou
vazany alifatické fetézce s variabilnim obsahem rtznych funkénich skupin, ze kterych
reaktivitu ovliviiuji nejvice karboxylové (~COOH) a fenolické (—OH) skupiny. Kromé téchto
funk¢nich skupin jsou v HK pfitomny také enolové, hydrochinonové, laktonové, etherové,
ketonové, methylové a alkoholové. V malém mnozstvi se mohou vyskytovat také skupiny
aminové, sulfonové a fosfatové [16; 17]. V disledku svého chemického slozeni, jsou
huminové kyseliny schopné vazat polarni i nepolarni slouceniny. Huminové kyseliny mohou
byt ziskany alkalickym louZenim vhodné matrice a naslednym okyselenim vyluhu [13].

Kromé jiz zminénych rozdili v rozpustnosti a molekulové hmotnosti, se tyto dvé
huminové latky lisi také v rozdilném obsahu jednotlivych funkénich skupin v jejich strukture.
Zatimco u fulvinovych kyselin je prakticky veSkery kyslik obsazen v karboxylovych
(~COOH), alkoholovych (—OH) a ketonovych funkénich skupinach, u huminovych kyselin je
kyslik predev§im soucasti esterovych a etherovych funkénich skupin. Fulvinové kyseliny maji
ve své struktufe rovnéz vyssi obsah ketonovych C=0 skupin, kdezto u huminovych kyselin se
vyskytuji spiSe chinonové C=O skupiny [16]. Huminové kyseliny obsahuji také vice
aromatickych struktur, zatimco fulvinové kyseliny maji ve své struktufe vice alifatickych
postrannich fetézcl a maji tak vice homogenni strukturu [18].
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Dal8im typem huminovych latek jsou hymatomelanové kyseliny (HY). Jedna se o frakci
huminovych kyselin, ktera je rozpustna v alkoholech, a ktera se ziskava pfi extrakci huminové
kyseliny za pouziti zésady. Tato frakce ma svétlejsi barvu nez huminova kyselina (svétle
hnédou) a ma vyssi obsah uhliku, ptiblizné 62 % [12].

Posledni hlavni slozku huminovych latek tvoii huminy. Jedna se o huminové latky ¢erného
zbarveni, které jsou nerozpustné jak v kyselych, tak v bazickych rozpoustédlech. Vykazuji
vysoky stupenn kondenzace a polymerizace a jsou oproti huminovym kyselindim vice
dehydrované [16]. Tyto latky zGstavaji po extrakci huminovych a fulvinovych kyselin z pidy
jako nerozpustna slozka. Vzhledem k jejich nerozpustnosti, obtizné¢ extrakci a izolaci
ptilakaly tyto slouceniny nejméné pozornosti vyzkumu, ackoliv je jejich pfitomnost v pidach
znama uz od samotného pocatku vyzkumu huminovych latek [11]. Podle nékterych autort
[12; 19] je humin smési vysoce kondenzovanych huminovych kyselin, které jsou siln¢ vazané
na jilové minerdly, fungélni melaniny a parafinické slouceniny. Autofi Schnitzer a Khan [20]
zase tvrdi, Ze ma humin chemické slozeni blizk¢é huminové kyselin¢, avSak s nizsi
aromaticitou. Predpokladaji, Zze to souvisi s alifatickymi polysacharidovymi slozkami
v molekule huminu, které zptsobuji jeho nerozpustnost v alkalickych rozpoustédlech. Vyssi
obsah polysacharidi je podle autor pouzivéan k odliSeni huminu od huminové kyseliny.

2.3.2  Vznik huminovych latek

Proces vzniku huminovych latek neboli humifikace, neni dodnes zcela objasnén a jedna se
o jeden z nejzajimavéjSich aspektli chemie huminovych latek. Existuje nékolik teorii vzniku
téchto sloucenin. Jedna se zejména o degradacni (ligninovou) teorii, syntetickou
(polyfenolovou) teorii a kondenzacni teorii [18]. Tyto mechanismy vzniku huminovych latek,
jejichz schéma je zobrazeno na Obr. 2, mohou pusobit ve vSech pudach, avSak nikoliv ve
stejné mife. Ligninova draha muze ptevladat ve Spatné odvodnénych ptidach ¢i v bazinach,
zatimco syntéza huminovych latek z polyfenoli mize mit vyznam v nékterych lesnich
pudach. Syntéza humusu kondenzaci cukrti a amind zase mize probihat Castéji v povrchovych
pudach v drsném kontinentalnim podnebi, kde dochdzi k ¢astym a ostrym vykyvim vlhkosti
ateploty [11; 12].

Ligninova (degradacni) teorie

Ligninova teorie byla po mnoho let fadou védcii povazovana za hlavni v oblasti syntézy
huminovych latek. V dne$ni dob¢ je jiz povazovéana za zastaralou, avsak lignin stale hraje roli
v ostatnich teoriich, které v soucasnosti podporuje vétSina autord. Mezi témito teoriemi ma
vysadni postaveni polyfenolova teorie [11; 21].

Ligninova teorie popisuje vznik huminovych latek mikrobialnim rozkladem odumielého
rostlinného materidlu, kdy z tézko rozlozitelnych latek jako je lignin, kutin nebo melanin
vznikaji vysokomolekuldrni huminy. Modifikace ligninu zahrnuje ztratu methoxylovych
(-OCH3) skupin za vzniku o-hydroxyfenoli a oxidaci alifatickych postrannich fetézct
zavzniku karboxylovych (-COOH) skupin. Vzniklé huminy jsou poté oxidaci
transformovany nejprve na huminové kyseliny a poté na fulvinové kyseliny, které mohou
podl¢hat dalsi dekompozici na jest¢ mensi molekuly. Pokud degrada¢ni mechanismus dale
pokracuje, jsou huminové latky postupné pfemeénény az na oxid uhlicity a vodu [11; 12; 22].
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I ptesto, Ze degradace ligninu mikroorganismy neprobihd tak snadno jako u ostatnich
rostlinnych slozek, v pfirod¢ existuji mechanismy pro jeho Uplny aerobni rozklad. Lignin
muze byt zcela degradovan houbami bilé hniloby (lignovornimi), které jsou schopné
produkovat lignolytické enzymy, které oxidativné Stépi monomery fenylpropanu
na nizkomolekularni produkty jesté pied samotnou syntézou HL. Tyto lignovorni houby se
vSak beézné nenachazeji v sedimentech s vysokou vlhkosti [12; 21; 23]. Ostatni
mikroorganismy, které jsou pfitomny v pudé, jsou schopny rozlozit lignin jen céastecné.
Pti ¢astecném rozkladu dojde sice k poruseni mnoha vazeb biopolymeru, avSak zbytek skeletu
se nerozpadd. Na vznikld vazebna mista se mohou poté vazat riizné ¢asti sloucenin, které se
uvolnuji z Zivného humusu béhem procesu mineralizace [24].

Polyfenolova (synteticka) teorie

V polyfenolové teorii jsou kliCovymi slozkami pro vznik huminovych latek fenoly,
chinony a aminokyseliny. Syntéza huminovych latek zde mize probihat dvéma mechanismy.
V prvnim mechanismu zastava stale dilezitou roli lignin, jelikoZz pravé znéj se uvoliuji
fenolické aldehydy a kyseliny, které béhem mikrobialniho napadeni podléhaji enzymatické
preméné na chinony, jez poté polymeruji za pfitomnosti ¢i nepfitomnosti aminosloucenin
a dochazi tak ke vzniku huminovych latek.

Druhy mechanismus syntézy huminovych latek je odlisSny pouze v tom, ze jsou polyfenoly
syntetizovany mikroorganismy z jinych zdroji nez z ligninu, napftiklad z celul6zy nebo jinych
polysacharidii. Pfi tomto procesu dochdzi k rozkladu celuldézy aerobnimi myxobakteriemi
a vzniklé fenoly jsou poté oxidovany na chinony za plsobeni enzymu polyfenoloxidésy.
Chinony nasledn¢ reaguji s dusikatymi slouc¢eninami za vzniku huminovych latek.

Mezi dal$i zdroje fenolti pak uvadi autofi také rostlinna pletiva, kterd neobsahuji lignin,
napf. mechy a kapradiny. VéEtSina autord vSak v soucasnosti uptednostiiuje koncept, podle
kterého huminové latky vznikaji zchinonli a zligninli, které byly syntetizovany
mikroorganismy [12; 19; 25].
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Obr. 2: Ligninova a polyfenolova teorie vzniku HL [26]

Kondenzace sacharidii s aminy

Predstavu, Ze jsou huminové latky tvofeny ze sacharidll lze spatfit do samotného pocatku
chemie huminovych latek. Podle tohoto konceptu jsou klicovymi slozkami pro syntézu
huminovych latek monosacharidy a aminokyseliny a nejsou zde pfitomny zadné derivaty
ligninu. Redukujici monosacharidy a aminokyseliny, vytvofené jako vedlej$i produkty
mikrobidlniho metabolismu, se zde podrobuji ne-enzymatické ¢i abiotické polymeraci
za vzniku dusikatych polymerd.

Mechanismus za¢ina vznikem Schiffovy baze, ktera je vysledkem reakce monosacharidu
s aminem. Sloucenina je poté pfevedena na n-substituovany glykosylamin, ktery nasledné
podstoupi komplikovany Amadoriho pfesmyk. Produktem tohoto piesmyku, zahrnujiciho
glykosylamin, je N-substituovana-1-amino-deoxy-2-ketdza, kterd poté podléhd fragmentaci
a ztraté vody. Vysledné slouceniny, jako acetol, glyceraldehyd, dihydoxyaceton, reduktony
a hydroxymethylfurfural, jsou vSechny vysoce reaktivni a snadno polymeruji v pfitomnosti
aminosloucenin za vzniku huminovych latek [11; 12; 27].

233 Molekulz’lrni struktura huminovych lz’ltek

oblasti padni chemie, kterou se jiz n¢kolik desitek zabyvaji mnohé védecké tymy [17].
Huminové latky jsou polydisperzni polyelektrolyty a jako takové sdileji charakteristicky
vysoky stupent molekularni nepravidelnosti a heterogenity. V dasledku toho neexistuji v ptidé
¢1 ve vod¢ zadné dvé identické molekuly huminovych latek, a proto stale neexistuje zadny
obecny strukturni vzorec pro tyto organické latky [28].

Ackoli neni mozné uvést zadny obecny strukturni vzorec huminové latky, je publikovano
mnoho studii zabyvajicich se molekularnimi modely téchto latek, které vznikaly jako
dasledek polymerniho modelu. Jednim z mnoha strukturnich modelt huminovych latek je
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Kleinhempeliv model, zobrazeny na Obr. 3, ktery ukazuje teoretickou molekulu ptdni
huminové¢ latky adsorbované na povrchu jilové ¢astice. Na molekule Ize snadno identifikovat
aromatické struktury, alifatické fetézce, sacharidy, volné radikdly, peptidové vazby
a chinoidni struktury. Kyselou povahu lze podle Kleinhempela pficist velkému mnozZstvi
karboxylovych (-COOH) a fenolickych (—OH) funk¢nich skupin, které nejsou v rovnovaze se
zékladnimi funk¢énimi skupinami, jako jsou aminové (-NH3z) skupiny [28].
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Obr. 3: Molekularni struktura HK podle Kleinhempela (1970) [29]

Polymerni model struktury huminovych latek

Za jeden z puvodnich modeli struktury huminovych kyselin byl oznacovan tzv. polymerni
model. Tento hypoteticky model, ktery autofi ziskali pozorovanim huminovych kyselin pod
elektronovym mikroskopem, charakterizuje huminové kyseliny jako latky s polymerni
strukturou, ktera se objevuje ve form¢ kruha, fetézt a klastrii [30]. Na zaklad¢ polymerniho
modelu bylo publikovano n€kolik hypotéz o struktufe huminovych kyselin, avSak témto
hypotézam schéazi zaddouci jednotnost a stale je kolem nich spousta neshod. Mezi nejcastéji
uvadéné strukturni modely patii struktury podle Schnitzera a Khana (1972), Flaiga (1975),
Stevensona (1994) a Schnitzera a Schultena (1994) [31; 32].

Strukturni model Schnitzera a Khana [14] se zaklada na informacich ziskanych z chemické
degradace fulvinovych kyselin. Autofi zastavaji nazor, Ze huminové latky je nutné nejprve
rozdélit na jednotlivé podjednotky, aby bylo nasledné¢ mozné studovat jejich strukturu.
Na degradaci fulvinové kyseliny pouzili autoii ve své studii metody oxidace, redukce,
hydrolyzy a biologické degradace. Na zaklad¢ ptevladajicich nalezii benzenovych derivati
Schnitzer aKhan predpokladali, Zze je fulvinovd kyselina slozena z fenolovych
a benzenkarboxylovych kyselin, které jsou navzajem spojeny vodikovymi vazbami za vzniku
polymerni struktury, ve které mohou byt zachyceny dalsi organické slouceniny, jako jsou
aminokyseliny a sacharidy [31].
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Flaig a spol. [33] se naproti tomu domnivali, ze lignin je zdrojem ¢i vychozim bodem pro
tvorbu huminovych a fulvinovych kyselin. Pifedpokladali, ze je lignin Stépen degradaci i
rozkladem na jeho zédkladni jednotky (tj. monomery koniferylalkoholu nebo guajacylu). Tyto
zakladni jednotky ligninu nejprve podléhaji oxidaci, poté demethylaci na substitutované
polyfenoly a nasledné dalsi oxidaci na chinonové derivaty. Kondenzaci chinonovych skupin
s aminokyselinami a polysacharidy se pak mohou formovat latky podobné huminové
kyselin€. Produkty ligninové degradace byly detekovéany pii hydrolyze huminovych kyselin.
Tato teorie je znama pod pojmem lignoproteinova teorie [31].
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Obr. 4: Molekularni struktura HK podle Flaiga (1975) [34]

Podle Stevensona (1994) se mohou huminové latky formovat v§emi vyse diskutovanymi
mechanismy. Autor zastdva nazor, ze k vytvoteni slozité struktury HL piispély mechanismy
popsané v lignoproteinové teorii, polyfenolové teorii a v teorii kondenzace cukrid a amind.
Kondenzaéni reakce se ucastni velké mnozstvi prekurzort, které tak mohou vést k fadé¢
kombinaci. Proto Stevenson pro zjednoduseni tohoto slozitého strukturniho problému navrhl
tzv. koncept dimeru, ve kterém rozdélil jadro huminové molekuly do &tyf stavebnich
jednotek: dimer, vytvoieny spojenim dvou ligninovych monomert, fenol-aminovy komplex,
hydrochinon a ligninova jednotka C6 — C3 [31]. Strukturni vzorec huminové kyseliny podle
Stevensona je zobrazen na Obr. 5.
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Obr. 5: Molekuldrni struktura HK podle Stevensona (1994) [16]

V Schultenové a Schnitzerové modelu (1994), je struktura huminovych kyselin tvoiena
aromatickymi kruhy, které jsou navzdjem spojeny alkylovymi strukturami s dlouhym
fetézcem. Autofi lokalizovali velké mnozstvi karboxylovych a hydroxylovych funkénich
skupin jak na samotnych aromatickych kruzich, tak na alkylovych bocnich fetézcich [35].
Autofi se ve své praci pokusili pomoci softwarového modelovani vytvofit sofistikované;si
trojrozmérny strukturni model huminovych latek. Navazali tak na Hatchera a spol. [36], ktefi
vytvofili jednoduché dvojrozmérné diagramy struktur huminovych latek. Tato 3D struktura,
ve které byly pfitomny jak flexibilni kovalentni vazby, tak nevazebné vodikové vazby a van
der Waalsovy sily, by podle autort mohla zachytit tfi hlavni slozky HL, kterymi jsou
aromatické a alifatické slouceniny a také slouceniny obsahujici dusik.
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Obr. 6: Molekuldrni struktura HK podle Schnitzera a Schultena (1994) [34]
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Supramolekularni model struktury huminovych latek

Spolu s novymi a modernéjSimi analytickymi metodami, se nevyhnutelné¢ vyvinul pokrok
asnim 1 novy pohled na strukturu huminovych latek. Mezi tyto analytické metody patiila
zejména pyrolyza spojend s riznymi chromatografickymi metodami, dale termochemolyza,
hmotnostni spektrometrie, gelovd permeacni chromatografie a nukledrni magneticka
rezonance izotopu uhliku '*C [37]. Supramolekularni model struktury (Obr. 7) navrhli Piccolo
a spol. [38], ktefi tak vyvratili dosud tradi¢ni nazor, Ze huminové latky jsou biopolymery
v rozliénych piirodnich matricich. Tradi¢ni nazor, Ze huminové latky jsou biopolymery, totiz
neni podloZzen Zzadnymi piimymi dikazy aje zalozen pouze na zaklad¢ laboratornich
experimentll s modelovymi molekulami, navic snespravné pouzitymi analytickymi
a matematickymi postupy. Velké mnozstvi dikazi misto toho ukazuje alternativni chapani
konformacéni povahy huminovych latek, které by mélo byt podle Picolla a spol. povazovano
za supramolekularni asociace samovolné se seskupujicich heterogennich a relativné malych
molekul odvozenych z rozkladu a degradace odumielého biologického materialu.

Hlavnim aspektem huminové supramolekularni struktury je, ze je pievazné stabilizovana
slabymi disperznimi silami namisto kovalentnich vazeb. Za velkou velikost molekul
huminovych latek jsou zodpovédné vodikové vazby spoleéné s hydrofobnimi interakcemi
(van der Waalsovy sily, n—t a CH-= interakce), jejichz ucinek se zvétSuje se zvysujicim se
pH. Tento nové¢jsi popis struktury huminovych latek 1épe odpovida jejich zdsadni tloze
pfi zajistovani a udrzeni fyzikalnich a chemickych vlastnosti pidy, ale také jejich reaktivité
vuci pesticidiim a dal$im environmentalnim kontaminantim ptdy [38].
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Obr. 7: Supramolekularni struktura HL [32]

Supramolekularni teorii podpoftil také Simpson (2002), ktery zkoumal roztoky huminovych
latek pomoci vicerozmémé NMR spektrometrie, konkrétné pomoci metody dvourozmérné
Diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) [39; 40]. Dalsimi autory, kteti se piiklani k této
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teorii jsou Pédrot a spol. [41], ktefi ve své studii potvrdili pfitomnost nevazebnych interakci
v supramolekularni struktufe huminovych latek. Autofi dale zjistili, Zze na destabilizaci
struktury téchto latek méa vyrazny vliv nizkd hodnota pH. Zména huminové konformacni
struktury miize byt podle autorti klicovym faktorem, ktery urcuje mobilitu zachycenych
kationtl a kationtii tvotici komplexy.

2.3.4 Vyuziti huminovych latek

Huminové¢ latky a DOM piedstavuji jednu z nejvétsSich zasobaren uhliku na planeté Zemi. Uz
od pradavna lidé vyuzivali cennych vlastnosti huminovych latek, aniz by si to vibec
uvédomovali, nebo aniz by méli blizsi predstavu o jejich charakteru ¢i pivodu. V diivéjSich
dobach je lidé pouzivali pii léceni Siroké Skaly onemocnéni (napf. 1éCeni ran, bahenni
koupele). V posledni dobé jsou tyto pfirodni organické slouceniny vyuzivany diky svym
specifickym vlastnostem zejména v zemédé€lstvi, pramyslu, Zivotnim prostiedi a biomediciné
[42; 43].

Aplikace v zemédeélstvi

Huminov¢ latky hraji dilezitou roli z agronomického hlediska, jelikoz vyznamné ovliviiuji
kvalitu a produktivitu pidy. Kromé zlepSeni fyzikélnich vlastnosti a vlhkosti pidy vykazuji
huminové latky také vysokou vyménnou kapacitu, coz je urCujicim faktorem pro urodnost
pudy. V soucasné dobé se huminové latky pouzivaji jako prisady do anorganickych hnojiv.
Ke zvySeni urodnosti pidy se pouzivaji zejména rizné soli huminovych latek, jako jsou
naptiklad humat vapenaty, humat sodny a humat amonny.

Produktivita ptidy se za pfitomnosti huminovych latek zvySuje riznymi zptsoby. Duilezité
jsou tzv. nepiimé G¢inky huminovych latek, které tvofi s zelezem a dal$imi kovy chelatové
komplexy, které jsou poté dodavany rostlinam, a které uc¢inné reaguji na skute¢né potieby
rostlin v disledku nedostatku mikroprvku v pade. Dals§i role huminovych latek spociva
ve zvySeni kvality pad, které jsou velmi chudé na organickou hmotu, a také ke zvySeni
produkce biomasy tak, ze v kofenové casti rostlin udrzuji tyto latky ve vodé rozpustna
anorganickd hnojiva a snizuji tak jejich vyluhovani a naslednou mobilitu v ptidnim prosttedi
[42; 44].

Primyslové vyuziti

Huminové latky se pouzivaji v nékolika rtiznych odvétvich primyslu. HL a materidly
obsahujici HL se pouzivaji napfiklad ve stavebnictvi jako pfisady k fizeni rychlosti tuhnuti
betonu. Dale nasly HL uplatnéni také pti tpraveé kiaze. Zpocatku byly vyuzivany jako barvivo
na kuzi, pozdé&ji jako prostfedek pro ¢inéni a nakonec jako ptisada pro roztok k findlni upraveé
ktze. Dalsi oblasti, kde se pouzivaji HL je dfevozpracujici prumysl. Jejich vyuziti zde spociva
v ptipravé piirodniho indiga k barveni dfevéné dyhy, nebo jako slozka ve vodé€ rozpustnych
motidel pro dfevény nabytek. Huminové latky nasly také uplatnéni pii vyrobé plastl, zejména
jako tvrdidla polyuretanovych pén ¢i barviva pro barveni polymert Nylonu 6 nebo PVC.
V ptipadé PVC jsou tyto latky vyuzity také jako jedna z pfisad do zmékcovadel tohoto
polymeru. Dal§im primyslem, kde nasly huminové latky uplatnéni je papirensky pramysl
a keramicky primysl. V papirenském primyslu jsou HL vyuzivany v rGznych vyrobnich
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postupech, napiiklad pfi vyrob& papiru s vysokou pevnosti v tahu, ptfi vyrobé elektricky
vodivého papiru, nebo také pii recyklaci papiru. V keramickém primyslu se HL pouzivaji
hlavné jako pfisady ke zvySeni mechanické pevnosti nezpracované keramiky, ke zlepSeni
reologickych vlastnosti keramiky, k barveni keramickych dlazdic nebo k ptipravé kameniny.

Huminové latky se v primyslu také pouzivaji jako iontoménice, nebo mohou byt pouzity
ke zvySeni té€zby uranu z jeho rud. Jsou také soucasti syntetickych uhlovodik a topnych
olejii. Jejich schopnost zadrzovat prechodné kovy a vytvaret metalorganické komplexy ma
zanasledek, Ze jsou tyto kovy vice dostupné pro rostliny, které je pak zaclenuji
do potravinového fetézce. Zajimavé jsou také moznosti primyslové vyroby téchto latek pii
zpravovani odpadu. Studie ukdzaly, Ze pii vyrobé recyklovanych napojovych kartonti dochéazi
ke konverzi celuldzy na lignohumaty tzn. HL antropogenni povahy [42; 45].

Ochrana zivotniho prostredi

Pfirodni organické koloidy jsou dulezité, jelikoz tvoii ve vod¢ rozpustné komplexy
smnoha kovy vcetné¢ radionuklidii. Bylo potvrzeno, Ze pfitomnost huminovych latek
v prirodnich vodach muize ovlivnit migraci radionuklidi do povrchovych a podzemnich vod.
Transport radionuklidii prostfedim vSak mohou zajistit pouze FK. V pfipadé¢ HK se tato
xenobiotika vazou na mineralni ¢astice v tzv. organominerdlnim komplexu a jsou tedy
imobilizovany.

Hlavnim ukolem huminovych latek v Zivotnim prostiedi je odstranit toxické kovy,
antropogenni organické chemikélie ajiné zneciStujici latky z vody. Bylo zjiSténo, Ze
iontoménicové materialy na bazi huméatu vépenatého jsou vhodné k odstraniovani tézkych
kovil jako jsou Fe?*, Fe*', Ni?", Hg*", Cd*" a Cu?' z piirodnich vod, a také k odstrafiovani
radioaktivnich prvkl zodpadnich vod jadernych elektraren. Huminové latky jsou také
schopné se selektivné vazat, ¢ehoz se vyuziva pifi odstranovani chemickych bojovych latek.
Materialy obsahujici huminové latky jsou také pouzivany pro adsorpci plyntl, kdy 1ze mirné
upravené¢ humaty pouzit k odstranéni sirovodiku a thiolu (merkaptanu) ze zemniho plynu
aoxidu sificitého ze zplodin. Tyto materialy jsou diky svym adsorpénim schopnostem
schopné zachytit i dal$i znecist'ujici latky jako jsou herbicidy, fungicidy, insekticidy, dioxiny
a také nékteré farmaceutické vyrobky, mezi néz patii napt. estrogenni slouceniny [42; 46; 47;
48].

Lékarstvi a biomedicina

V soucasné dob¢ neustale roste zdjem o aplikaci huminovych latek v mediciné a biologii.
Hlavnim divodem zvySené pozornosti, kterd je vénovana témto latkam, jsou jejich antivirové,
profibrinolytické, protizanétlivé a estrogenni ucinky. Dalsi dilezitou vlastnosti huminovych
latek je jejich potencial vytvaret chelatové komplexy s tézkymi kovy (jako je kadmium), diky
¢emuz dochazi jejich vlivem k eliminaci téchto kovil v zivych organismi. Bylo také
pozorovano, ze huminové latky ve vodnich systémech a vodnich sedimentech zce souviseji
s ucinnosti hydroterapie a balneoterapie.

Ditlezitou roli v biomediciné zastavaji také fulvinové kyseliny, u kterych mnoho
1ékatskych studii poukézalo na skutecnost, Ze tyto latky maji schopnost chranit organismus
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pted rakovinou a pied viry zplsobujicimi rakovinu. Studie také Casto poukazuji na specidlni
1éebné terapie huminovymi latkami, které by mély prabéh této nemoci zcela zvratit. Jiné
klinické studie také ukazaly, ze obtizné 1é¢itelnd virova respiraéni onemocnéni, ¢asta u déti,
mohou byt snadno lé¢ena doplikem stravy, ktery obsahuje fulvinové kyseliny [42; 49].

Huminov¢ latky vSak nemusi mit pouze pozitivni vliv na lidsky organismus. Mnoh¢ studie
[50] prokézaly, ze huminova kyselina mtze byt toxickd pro mnoho sav¢ich bun¢k, avsak jeji
konkrétni mechanismus cytotoxicity zlstava stdle nejasny. Vliv na toxicitu huminovych
kyselin mohou mit jejich redoxni vlastnosti, kdy jsou huminové kyseliny schopné redukovat
auvolnovat Zelezo z feritinu. Bylo prokdzano, Ze uvolnéné zelezo urychluje peroxidaci
(oxida¢ni degradaci) lipidi vyvolanou huminovou kyselinou. Huminové kyseliny spojené
s uvoliiovanim Zeleza proto mohou narusit redoxni rovnovéhu a vyvolat tak oxidacni stres
v biologickém systému. Tento mechanismus mize mit zasadni vliv na vyvolanou cytotoxicitu
huminovych kyselin v organismu savcu.

2.4 Rozdéleni organické hmoty dle velikosti ¢astic

Pida je slozitym systémem fyzikélnich, chemickych a biologickych komponent, vzajemné
interagujicich mezi sebou. Koloidizaci ptidy dochazi ke vzniku tzv. pidnich agregata, které
jsou povazovany za nejmensi funk¢ni jednotky. Jsou to stabilni slozené struktury, které lze
rozdélit do riiznych tfid podle molekulovych hmotnosti, nebo podle jejich velikosti v métitku
od centimetri az po mikrometry. Tvorba agregati nastava pii kohezi a shlukovani
mineralnich ¢astic a organické hmoty (OM). Kli¢ovou ulohu pfi tomto procesu zastavaji
organické materialy razného ptivodu.

Pidni organickd hmota (SOM) je piitomna v riznych forméch a stavech, od cerstvého
a nerozloZzeného materidlu az po vysoce degradovany ¢i stabilizovany SOM. Pidni OM tvoii
4-6 % z celkové hmotnosti pudy. Jedna se o dillezitou soucést pudy, ktera pravé odliSuje
ptdu od horniny, a kterd zajist'uje jeji trodnost. SOM je definovana jako soubor organickych
latek nahromadénych v pad€, jez pochazi zodumfielych zbytka rostlin, Zzivocicht
a mikroorganismu v rizném stupni pfemény a v rizném stupni smiseni s mineralnim podilem.
Podle Bucka a spol. [51] ji Ize rozdélit dle velikosti na Casticovou organickou hmotu (POM)
a rozpusSténou organickou hmotu (DOM). Pii tvorbé agregatu tvoii POM jadro, které se
obklopuje minerdlnimi céasticemi, a ty poté chrani implementovanou POM pied dalsi
mikrobidlni degradaci, ¢imz dochazi ke stabilizaci agregatu. Podobné hraje dilezitou roli pii
tvorbé SOM rozpusSténa organickd hmota (DOM), kterd vzhledem ke své mobilité
zprosttedkovava prenos zivin v ramci ekosystému i mezi ekosystémy [52].

2.4.1 Casticova organicka hmota (POM)

Casticova organickd hmota (POM) je heterogenni smés sorbované organické hmoty
obsahujici nabité a neutralni funkéni skupiny. Castice této organické hmoty dosahuji velikosti
0,45 um az 1000 um. Jak jiz bylo zminéno vySe, POM zahrnuje neustdle se rozkladajici
zbytky rostlin, zivo¢ichii a mikroorganismil, které se vyrazn¢ podileji na jejim rozkladu
a humifikaci. Pfi rozkladu poskytuje POM velkou cast energie potiebnou pro pidni
organismy a zajist'uje stalé uvolilovani zivin do pidniho prostfedi. Mnozstvi Zivin uvolnénych
béhem rozkladu zavisi na biologickych a chemickych vlastnostech POM, jako je pomér
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zastoupeni uhliku a dusiku. Kromé uvolnovani zivin hraji dilezitou roli pfi zkvalitnéni
struktury pudy také tzv. rozkladace, které kolonizuji POM. Mezi nejmocnéjsi rozkladace
POM patii houby, které vytvaii plisnové mycelium, jez zaplétd Castice pidy a uvoliuje
do ptdy rozli¢né exudaty, které nakonec tvofi jiz zminéné agregaty pidy. Obsah POM v pidé
je ovlivilovan organickymi vstupy a aktivitou ptdnich rozkladach. Ptidani organickych
materiald, jako je hndj nebo zbytky plodin, obvykle vede ke zvySeni POM. Rozklad POM je
ovliviiovan také teplotou a vlhkosti pudy [53; 54; 55].

2.4.2 Rozpusténa organickda hmota (DOM)

Rozpusténa organickd hmota (DOM) je heterogenni skupina ve vodé¢ rozpustnych sloucenin,
které obsahuji redukovany (organicky) uhlik z riiznych biologickych a geologickych zdrojt.
Je to slozitd smés organickych molekul slozena nejen z uhliku, vodiku a kysliku, ale také
z heteroatomt dusiku, fosforu a siry. Tato heterogenita vyrazné¢ zté¢zuje piesnou charakterizaci
této OM. Kvuli rtiznorodému molekularnimu slozeni mize byt DOM vysoce reaktivni
a podporovat tak riist mikroorganismti, nebo muze byt na druhou stranu pomérné neaktivni.
Rozpusténa OM byva Casto definovana jako jakdkoliv OM, ktera je schopna projit filtrem,
¢imz se zasadné lisi od POM. Castice této frakce OM zaujimaji velikost < 0,45 pm. Jedna se
o klicovou slozku v biochemickém cyklu uhliku, a také nejmobilnéjsi frakci piadnich
organickych latek.

Specifické molekularni slozeni DOM je dulezité pro pochopeni jeji reaktivity a ulohy
jakou zastava v pfirodnim prostfedi. DOM se sklada z Siroké skaly biomolekul a organickych
skupin od velkych biopolymerG a geopolymerd, az po nizkomolekularni monomery.
Dominantni tfidy biomolekul zahrnuji proteiny, nukleové kyseliny, karbohydraty (cukry),
lipidy (mastné kyseliny, steroly aalkeny), pigmenty a fady menSich primarnich
a sekundarnich metabolitii. Rozpusténd OM muze také zahrnovat geologicky a antropogenné
odvozené slouceniny, mezi néz patii zejména pesticidy, detergenty, povrchové aktivni latky,
1é¢iva, slouceniny odvozené od ropy a dalsi vznikajici kontaminujici latky.

Jak jiz bylo zminéno diive, DOM hraje hlavni roli v uhlikovém cyklu a riznorodost vSech
riznymi mikroorganismy, zatimco ostatni frakce jsou stabilni a mohou pfetrvavat tisice let.
Hlavnim zdrojem labilnich a snadno rozlozitelnych latek v ptdé jsou rostlinné zbytky,
kotenové zbytky a ptidni mikroorganismy. Vedlej$imi zdroji labilnich latek v piidé pak jsou
organicka hnojiva a rozlicné exsudaty. Na mnozstvi rozpusténych latek ma vliv biologicka
aktivita pudy, adsorp¢ni a desorpéni procesy v pud¢, ptidni reakce, chemismus pidy a slozeni
pudniho roztoku, klimatické podminky (srazky a teplota) a antropogenni vlivy (hnojeni,
zavlahy odlesnéni atd.) [56; 57].
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2.5 Soucasny stav feSené problematiky

Frakcionace organické hmoty (OM) je jiz dlouhodob¢ vyznamnym krokem k objasnéni, jakou
roli zastdva OM v pudnich procesech. Frakcionace se provadi kviili n€kolika uceltim, jako je
pochopeni procest stabilizace pidniho organického uhliku (SOC), kvantifikace potencialné
labilnich SOC ¢i kratkodobé dostupnych makrozivin v rostlindch, nebo kvantifikace
environmentalnich zmén pii dlouhodobé sekvestraci SOC. Uspésna frakcionace HL rozgifuje
nase znalosti o jejich molekulové hmotnosti, obsahu funkénich skupin nebo prvkovém slozeni
[58]. K frakcionaci OM se v dneSni dob¢€ pouziva cela fada metod, piicemz vSechny poskytuji
dalezit¢ informace o funkci OM v pudé. Jednotlivé frakce lze urcit na zakladé odliSnych
fyzikélnich a chemickych parametrii, a proto lze frakciona¢ni metody rozdélit na fyzikalni
a chemické. Metody fyzikalni frakcionace byvaji zpravidla nedestruktivni, zatimco postupy
chemické frakcionace byvaji vétSinou destruktivni. V soucasnosti se vSak ¢im dal vice
vyuzivaji frakcionaéni metody zaloZzené na instrumentalnich technikach, zejména pak
na chromatografickych [59; 60; 61].

2.5.1 Fyzikalni frakcionace OM

Fyzikalni frakcionace pidy zduraznuje ulohu pidnich mineralt a strukturu ptidy pii obnovée
SOM. Pojem fyzikalni frakcionace zahrnuje fadu rliznych metod, z nichZ je kazda navrZena
pro konkrétni ucel, a dosud nebylo piijato zadné obecné schéma frakcionace. SpoleCnym
prvkem vsak je, Ze se vétSina metod pokousi vyhnout jakymkoliv chemickym zménam
v SOM béhem procesu frakcionace. Zachovani neporusenych agregatt pidy je uzitecné pro
vSechny vyzkumné otazky, které se konkrétné zabyvaji strukturou pidy, protoze poskytuje
predstavu o souCasném rozdéleni agregati v puade. Fyzikélni frakcionace se také snazi
rozliSovat mezi SOM, kterd neni pevné vazana s pidnimi materialy, SOM, kterd je zaclenéna
do primarnich organomineralnich komplexii a SOM, kterd je zachycena v agregatech, tedy
v sekundarnich organomineralnich komplexech. Fyzikalni frakcionace zahrnuje metody
separace SOM na zakladé rozdilné hustoty, velikosti ¢astic ¢i stupné disperzity pidy. Mezi
tyto metody patfi sedimentace Castic rozdilné hustoty, prosévani, ultrafiltrace, nebo
mechanicka a ultrazvukova dispergace [59; 62; 63].

Metody fyzikalni frakcionace pouzili ve své studii Six a spol. [60] k separaci a identifikaci
organického uhliku ze Sesti riznych vzorki lesnich pid v Severni Americe. Pomoci prosévani
a flotace izolovali frakce agregovanych ¢astic organickych latek o razné velikosti.
K frakcionaci pouzili autofi sita o velikostech ok 2000, 250 a 53 pm a prosévanim za mokra
rozdélili organickou hmotu na mikroagregaty (53—250 um) a makroagregaty (250—-2000 um).
Z mikroagregati poté pomoci flotace v polywolframanu sodném izolovali casticovou
organickou hmotu, ze které analyticky stanovili mnozstvi organického uhliku ve vzorcich

pudy.

Pii studovani struktury SOM pouzili autofi Schmidt a spol. [64] ve své praci metodu
ultrazvukové dispergace kizolaci primarnich organomineralnich komplext z puad. Tuto
metodu fyzikalni frakcionace autofi provedli ve tfech horizontech A a ve dvou horizontech B,
pochazejicich ze Ctyt typa pud (glejosol, Cernice, podzol, alisol) liSicich se jejich pedogenezi.
Jednotlivé dispergované vzorky byly rozdéleny do sedmi frakci podle velikosti jejich ¢astic.
Autofi usoudili, ze pouzita ultrazvukova dispergace byla dostatecna pro uplné rozptyleni

23



vzorkll z riznych pid a pedogenetickych horizontd. Ultrazvukovou dispergaci také podle
autorti nedoslo ke zméné struktury SOM, a ani ke sniZeni jejiho obsahu v pudé. Podle tohoto
poznatku dospé€li autofi k ndzoru, Ze se zvySujici se ultrazvukovou energii, dochazi pfii
rozpadu agregatii k uvoliiovani primarnich organomineralnich komplext, které si zachovavaji
pridruzenou OM.

2.5.2 Chemicka frakcionace OM

Metody chemické frakcionace 1ze rozdé€lit na extrakei, hydrolyzu a oxidaci. Kromé toho jsou
také pouzivany chemikalie k destrukci mineralti, coz slouzi k naslednému uvoliovani
organické hmoty z téchto minerali. Extrakce se provadi nejcastéji ve vode€, vodnych roztocich
o ruzné iontové sile, organickych rozpoustédlech nebo zéasadach, jako je NaOH nebo
Na4P>07. Hydrolyza se provadi vodou nebo kyselinami, jako jsou HCI nebo HF. Vyhodou
obou postupti je, ze poskytuji Cisté organické frakce bez mineralnich c¢astic. Podstatou
hydrolyzy je izolovat frakce OM s odliSnymi chemickymi vlastnostmi, u nichz se
ptedpoklada, Ze jsou dulezité pro jejich chovani v ptidé. Metoda oxidace se naproti tomu
provadi tak, Ze napodobuje silny exoenzymaticky rozpad a izoluje frakci, kterd je poté
stabilizovana proti rozkladu [63; 65].

Autofi Rumpel a spol. [66] se ve své praci snazili odhalit, jaky ucinek maji metody
chemické frakcionace na chemické slozeni OM s vysokym stupném humifikace a OM se
znacnym obsahem minerdlnich latek. Vzorky autofi odebrali zornice (horizont O)
a z horizontu obsahujici humus (horizont A) z dystrického kambisolu. V samotném
experimentu autofi nejprve vysusili vzorky kambisolu a poté z néj pomoci metody prosévani
odstranili frakce o velikosti ¢astic > 2 mm. Nasledné provedli bazickou hydrolyzu, pomoci
které se jim podafilo uvolnit z jednotlivych horizonti pidy 9-30 % organického materialu
sestavajicitho z alkohold, karboxylovych kyselin a hydroxykyselin. Znacnou c¢ast OM,
nachazejici se v horizontu s nejvyssim stupném humifikace a obsahem ptdnich minerali, tedy
horizontu A, se v§ak autorim nepodafilo extrahovat. Rumpel a spol. tak dosli k zavéru, Ze pfi
procesu bazické hydrolyzy doslo pravdépodobné k odstranéni velkého mnozstvi alifatickych
biopolymert, které byly dominantni soucasti horizontu A. Zbyvajici alifaticky material byl
pak nejspi$ pfitomen v ne-esterové vazanych strukturdch, které byly siln¢ vdzany s ptidnimi
mineraly.

Metody chemické frakcionace OM ve své studii pouzili i autofi Mikutta a spol. [67], ktefi
analyzovali izotopové slozeni (**C, 1*C) OM véazané s mineraly a OM odolné proti rozkladu,
nachazejici se v podpovrchovych horizontech v deseti kyselych lesnich piadach.
Pro frakcionaci OM autofi vyuzili nejprve metodu oxidace pomoci chlornanu sodného
(NaClO) a poté kyselou hydrolyzu za pouziti kyseliny fluorovodikové (HF). V experimentu
autofi pomoci analyzy a vypoctl zjistili, ze po oxidaci NaClO doslo k vyextrahovani labilni
slozky organické hmoty (LOC), ktera pfedstavuje ¢asticovou OM a oxidovatelnou ¢ast OM,
a v pevném zbytku zlstala stabilni sloZka organické hmoty (SOC). U nasledné hydrolyzy byla
poté extrahovana OM vézand s mineraly (MOC) a v pevném zbytku zistala OM odolné proti
rozkladu (ROC). Jako vyhody NaClO oxidace autoifi uvedli zejména jeji vysokou ucinnost
a spolehlivost pii izolaci stabilni OM bez toho, aniz by doslo k rozpusténi pedogennich oxidi.
Chemické degradace timto oxida¢nim ¢inidlem odstranila pfednostné struktury OM, které
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byly nechranéné minerdlni matrici. Jako pfinos kyselé¢ hydrolyzy HF pak autofi uvedli jeji
schopnost rozpustit pidni mineraly a mineraly vazané s OM.

2.5.3 Frakcionace OM chromatografickymi metodami

V dnesni dobé jsou chromatografické metody hojné vyuzivany kizolaci a frakcionaci
rozpusténé organické hmoty (DOM). Diky jejich vysoké ucinnosti jsou tyto techniky schopné
rozdélit extrahovanou DOM do nékolika frakci na zakladé odlisné velikosti molekul, rozdilné
adsorpce k danému sorbentu, rozdilné polarité smési ¢i na zéklad¢ odlisSného néboje [68].

Adsorpcni chromatografie (SPE)

Princip metody adsorpéni chromatografie spo¢ivd v navazani rozpusténé latky na pevnou
fazi slabymi van der Waalsovymi silami. Adsorpce probiha v kolonéch, které mohou byt
naplnény anorganickymi adsorbenty (aktivni uhli, oxid hlinity, hydroxid hlinity, oxid
hotecnaty, silikagel) nebo organickymi makroporéznimi pryskyticemi [69].

Adsorpci na pryskyfici XAD-8, spoleéné s ultrafiltraci, pouzili Kitis a spol. [70] pfi
zkoumani reaktivity vedlejSich produktti dezinfekce vody, vznikajicich pfi reakcich
rozpus$téné organické hmoty (DOM) s dezinfekénimi €inidly. Autofi izolovali DOM ze dvou
povrchovych vod, znichz kazda méla vyrazné odlisSnou specifickou absorpci UV zareni
(SUVA), distribuci molekulové hmotnosti a polaritu. Po provedeni frakcionace na pryskyfici
XAD-8 a nasledné ultrafiltrace autofti ziskali sedm frakci DOM lisicich se jejich molekulovou
hmotnosti. Vysledky z nasledné analyzy frakci pomoci UV/Vis spektrometrie potvrdily, ze
frakcionaci XAD-8 pryskyfici a ani ultrafiltraci se nezménily spektroskopické vlastnosti
puvodni DOM. Béhem procesu rovnéz nedoslo ke zméné reaktivnich mist v rdmci DOM,
zodpovédnych za tvorbu vedlejSich produkti dezinfekce. Na zavér se autofi shodli také
na tom, Ze pii navrhovani frakcionacnich experimenti v kolonach je klicovym parametrem
koeficient distribuce kolony (£'), podle kterého je mozné porovnavat vysledky v riznych
veédeckych studiich.

Autofi Zherebker a spol. [71] ve své préci izolovali huminové latky ze sladkovodniho
zdroje pomoci dvou typti makroporéznich adsorbentli, kterymi byly pryskyfice Amberlite
XAD-8 anépln Bond Elute PPL vpevné fazi. Bond Elute PPL je polymer styren-
divinylbenzenu (SDVB), ktery ma modifikovany hydrofobni povrch. Po izolaci huminovych
latek autofi poté provedli jejich analyzu pomoci metody iontové cyklotronové rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR MS) za ti¢elem porovnani obou pouzitych adsorbenti.
Z analyzy bylo zjiSténo, ze ackoliv huminové latky izolované pomoci obou typl adsorbentl
maji z velké Casti stejnou strukturu, tak se autorim i pfesto podafilo mezi nimi objevit
podstatnou selektivitu. Podle jejich vysledkli byl produkt izolovany na pryskyfici XAD-8
charakterizovan vysSim stupném aromaticity a vys§i mirou oxidace, zatimco produkt
izolovany pomoci naplné¢ PPL mél vyssi koncentraci alifatickych strukturnich jednotek
a obsahoval vice dusikatych slozek.

Za UCelem porozuméni interakcim mezi pfirodni organickou hmotou a kontaminanty
pouzili autofi Dai aspol. [72] metodu adsorpéni chromatografie na kolon¢ obsahujici
pryskyfici XAD-8 a na kolon¢ obsahujici katex Amberlite IR-120. Pomoci této metody autoti
nejprve izolovali FK ze vzorku pudy z ryzového pole (Paddy Soil) a nasledné u ziskané FK
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provedli sekven¢ni frakcionaci za pouziti riznych elu¢nich cinidel: ethanol, deionizovana
voda, tlumivé roztoky (pH=4,8; 7,0; 11,0). VSech pét ziskanych frakci FK poté autoii
analyzovali pomoci instrumentalnich technik (EA, FTIR, 'H NMR, *C NMR). Ziskané
vysledky byly pfi porovnani jednotlivych metod sekvencni frakcionace konzistentni
a shodovaly se na tom, ze pozdéji eluované frakce obsahovaly nizsi podil karboxylovych
funkénich skupin a naopak vyssi podil alkylovych skupin nez frakce, které byly eluovany
diive.
Velikostné-vylucovaci chromatografie (SEC)

Béznou separacni metodou je velikostné-vyluCovaci chromatografie (SEC), kterd déli
jednotlivé slozky OM na zakladé rozdilnych velikosti a v n¢kterych piipadech na zakladé
jejich molekulovych hmotnosti. Chromatografickd kolona je naplnéna poréznimi kulickami
(o priméru mensim nez 10 um) nejcastéji z polymertt dextranu (Sephadex), zagarozy
(Sepharose) nebo z polyakrylamidu (Sephacryl, BioGel P). Separace spociva vtom, ze
nejvetsi frakce vychazeji z kolony nejdiive, jelikoz vibec nevstupuji do pori, kde by se
na né¢jaky cas zadrzely, zatimco mens$i frakce do porG na urCitou dobu vstupuji a poté
vychézeji z kolony v potadi podle jejich klesajici velikosti [73; 74].

Strukturni a funkéni charakterizace rozpusténé organické hmoty (DOM) je naroc¢na
z divodu jeji inherentni heterogenity a jeji schopnosti tvofit slozit¢ komplexy. S relativné
novou metodou zaloZenou na preparativni vysoce ucinné velikostné-vylucovaci
chromatografii (HPSEC) pfisli autofi Chon aspol. [75], ktefi jako mobilni fazi pouzili
deionizovanou vodu a frakcionovali DOM v zéavislosti na rozdilné velikosti molekul
a molekulové hmotnosti. Jako primarni zdroje DOM autoii pouzili vzorek povrchové vody
z feky Yeongsan a vzorek odpadni vody z Cisticky odpadnich vod. Autofi dospéli k zavéru, ze
navrhovana metoda preparativini HPSEC, pouzivajici deionizovanou vodu jako mobilni fazi,
muze ucinné oddeélit DOM do rtznych frakci podle molekulové hmotnosti se zanedbatelnou
ztratou (vytézek > 97 %) rozpusténého organického uhliku (DOC). Kromé toho také
nedochazi béhem procesu k vyznamnym zméndm ve strukture DOM. Vysledky analyzy
fluorescencni spektrometrie také odhalily, ze kazda frakce DOM vykazovala vyrazné odlisné
fyzikélné-chemické vlastnosti. Frakce DOM se stiedni hodnotou molekulové hmotnosti
vykazovaly, oproti frakcim s nizkou a vysokou velikosti molekul, vyssi vazebnou afinitu
k anorganickym kovtim, a tedy vyssi pravdépodobnost tvorby komplexi.

Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je uZitecnou metodou pro analyzu rGznych biologickych
sloucenin a ptirodnich produktli, jelikoz poskytuje jednoduchou separaci a pohodinou
vizualizaci paralelné v relativné kratkém case. Pomoci metody TLC dochazi k separaci OM
na zéklad¢ odlisSné adsorpce ke stacionarni fazi, kterou byva nejcastéji hlinikova desticka
pokryta sorbentem (silikagel, Al,O3) [76].

Metodu TLC ve spojeni s testem potencialu tvorby trihalomethani (THMFP) pouzili pti
svém experimentu Eish a spol. [77] na frakcionaci HK a FK, izolovanych z vodnich zdroju.
Na zékladé retencniho faktoru autofi identifikovali tii stejné frakce u HK i FK. U jednotlivych
vzorkli frakci autofi nasledné analyzovali koncentrace rozpusSténého organického uhliku
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(DOC) a THMFP. Podle téchto analyz dospéli k zavéru, ze ke tvorb¢ trihalomethantd nejvice
prispély ti1 primarni frakce FK piipravené pii pH 6, zejména pak frakce ¢.1, kterd obsahovala
nejvice hydrofobni ¢asti areagovala tak schlorem, ¢imz pfispéla k vyrazné tvorbé
chloroformu.

K frakcionaci FK, kterd byla izolovana z HK, pouzili autofi Ma a spol. [78] tradi¢ni
metodu tenkovrstvé chromatografie. Jednotlivé ziskané frakce poté autoii analyzovali
za pouziti metod UV/Vis spektrometrie a fluorescen¢ni spektrometrie. Pomoci TLC se
autorim podafilo identifikovat celkem osm frakci FK, které se od sebe lisily nejen vizualné,
ale také svou stfedni molekulovou hmotnosti a absorpcnimi a fluorescencnimi vlastnostmi.
U nékterych frakci FK autofi dokonce stanovili vys$si kvantovy vytézek fluorescence, nez jaky
byl u ptuvodniho vzorku FK. Poméry fluorescence ku absorbanci, specifické absorbance
a specifické fluorescence dale potvrdily vysokou slozitost fulvinové kyseliny. Autofi u této
ptirodni slouceniny navrhli vice nez 40 modelovych organickych sloucenin, které predstavuji
fluorofory a chromofory. Na zavér se Ma a spol. shodli na tom, Ze metoda TLC je velmi
vhodna pro separaci, frakcionaci a vizualizaci téchto slozitych biokoloidnich slou¢enin.

Khairy [79] ve své praci vyuzil metodu tenkovrstvé chromatografie pro kvantitativni
analyzu huminovych kyselin. Autor pouzil k TLC frakcionaci celkem sedm vzorki pfirodnich
HK, izolovanych z raseliny, hnédého uhli, ze dvou svrchnich horizontii ptidy, a také jeden
vzorek syntetické HK. Po TLC frakcionaci obsahovaly vSechny vzorky HK tfi frakce, jejichz
obsah byl siln¢ vazdn na pouzité pfirodni matrici a na metod¢ izolace HK resp. pH
extrakéniho Cinidla. Khairy ve své studii zjistil, ze u vétSiny HK existuje linearni vztah mezi
koncentraci vzorku a vzdalenosti chromatografické frakce od startu TLC chromatogramu.
Autor rovnéz uvedl, ze zatimco ptirodni HK byly rozdé€leny na jednotlivé zény, v ptipadé
vzorku syntetické HK se vytvofil na chromatogramu jediny pas na sebe navazujicich frakci,
coz znacéng¢ ztizilo stanoveni hranic mezi jednotlivymi frakcemi.

Tok ve fokusujicich polich (FFF)

Frakcionace tokem ve fokusujicich polich (FFF) je chromatografickd metoda, pfi které se
vyuziva soucasného pusobeni sil efektivnich poli a toku kapaliny na jednotlivé slozky
frakcionované¢ho vzorku uvnitt separacniho kandlu. Podobn¢ jako v chromatografii je zde
vzorek v roztoku ¢i disperzi transportovan nosnou kapalinou, a pfi tom dochazi k interakci
pole se slozkami vzorku, nacez se vytvoii koncentra¢ni gradient. Po dosazeni rovnovahy jsou
pak vysledné zony slozek vzorku fokusovany [80].

Benedetti a spol. [81] ve své praci vyuzili metodu toku ve fokusujicich polich
k charakterizaci ¢asticové a koloidni organické hmoty izolované z feky Amazonky a teky Rio
Negro. V experimentu byla pouzita metoda FFF ke zkoumani distribuce molekulové
hmotnosti koloidnich ¢astic. Tyto koloidni Castice autofi rozdélili na frakci A (> 100 kDa)
a frakci B (100 kDa — 5 kDa). Poté autofi provedli analyzu ziskanych frakci OM pomoci
UV/Vis spektrometrie, podle které zjistili, ze koloidni frakce (A+B), izolované z feky Rio
Negro, ptedstavovaly 10-30 % z celkového mnozZstvi organického uhliku (TOC), zatimco
rozpustény organicky uhlik (DOC), ziskany ze vzorku feky Amazonky, pfedstavoval vice nez
75 % z TOC.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité metody a pristroje

e UV/Vis spektrometrie (Hitachi U3900H, Hitachi High Technologies America, Inc);

e clementarni analyza (EA3000, CHNS-O elementarni analyzator EuroVector);

e termogravimetrickd analyza (TGA Q5000 termogravimetricky analyzator TA
Instruments);

e FTIR spektrometrie (Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc);

e fluorescencni spektrometrie (FluoroLog®, Horiba Jobin Yvon Scientific, Inc,
a FS5 spektrofluorimetr, Edinburgh Instruments);

e lyofilizace (lyofilizator Vir-Tis);

e rotacni odparka;

e sklenéné kolona mala pro DAX-8 (1 ~ 250 mm, d ~ 40 mm);

e sklenéna kolona velkéa pro Amberlite IR 120 (1 ~ 600 mm, d ~ 50 mm);

e TLC desticky, Silica gel na TLC Al foliich, (§ ~20 cm, h ~ 20 cm, Sigma Aldrich s.r.0.);

3.2 Pouzité chemikalie

e 0,1 M NaOH (Sigma Aldrich s.r.0.);

e 0,1 M KOH (Sigma Aldrich s.r.o.);

e 0,1 M HCI (Sigma Aldrich s.r.0.);

e 0,3 M HF (Sigma Aldrich s.r.0.);

e NaHPO4-2H,0, NaH>PO4-2H>0 (Sigma Aldrich s.r.0.);
e KCI (Sigma Aldrich s.r.0.);

e KBr pro FTIR spektrometrii (Sigma Aldrich s.r.0.);

e methanol p.a. (Sigma Aldrich s.r.0.);

e cthyl-acetat (Sigma Aldrich s.r.0.).

3.3 Charakterizace alginitu

U vzorku slovenského alginitu byla provedena zakladni fyzikalné-chemicka charakterizace
metodou elementarni analyzy (EA), termogravimetrické analyzy (TGA) a infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) za ucelem zjisténi jeho prvkového slozeni
a obsahu funk¢nich skupin.

3.3.1 Elementarni analyza

Elementérni sloZeni vzorku alginitu bylo ziskano pomoci CHNS-O elementarniho analyzatoru
EA3000. Kalibrace elementarniho analyzatoru byla provedena pomoci standardni latky
sulphanilamidu. Do cinovych kapsli bylo navazeno ~ 1 mg vzorku. Vzorek byl navazen
celkem ve tfech opakovanich. Nasledn¢ byly tyto navdzené vzorky spaleny v atmosféte
kysliku pfi pracovni teploté reaktoru 980 °C. Prvkové slozeni alginitu bylo ziskano pomoci
vyhodnocovaciho programu Callidus™35.1.

3.3.2 Termogravimetricka analyza
Vzorek alginitu byl termogravimetricky analyzovan na TGA Q5000. Hmotnost navazky
¢inila ~ 5 mg. Toto mnozstvi vzorku bylo spaleno z laboratorni teploty na kone¢nou teplotu

1000 °C v atmosféie vzduchu s prittokem 50 ml-min~! a s rychlosti ohfevu pece 10 °C-min .
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Ze ziskanych experimentalnich dat byl poté uren obsah nespalitelného podilu, tj. popela,
a také obsah sorbované vlhkosti.

3.3.3 Infracervena spektrometrie

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla vtéto praci pouzita
k ziskani zékladnich informaci o struktufe, povaze a obsahu jednotlivych funkénich skupin
pritomnych v alginitu. Pro ziskdni FTIR spekter byla pouzita metoda DRIFT (Diffuse
Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy).

Vzorek pro méfeni FTIR spektra alginitu byl pfipraven nasledujicim zplsobem.
V achatové tieci misce bylo rozetfeno 100 mg pfedem vyzihaného KBr a k tomuto mnoZzstvi
byly poté piidany 3 mg vzorku alginitu. Smés byla nasledn¢ homogenizovana
a homogenizovany vzorek byl vlozen do néstavce difuzné-reflexni jednotky spektrometru
Nicolet iS50. FTIR spektrum bylo méfeno v rozmezi vlnoétis 4000—400 cm ™' se spektralnim
rozlisenim 4 cm™' a s poétem akumulovanych zdznamit 512. Ziskané DRIFT spektrum bylo
prevedeno na jednotky Kubelka-Munk, které odpovidaji jednotkdm absorbance pfi
transmisnim méteni, tzn. méfeni vzorku na prichod. FTIR spektrum vzorku bylo
normalizovano na hodnotu nejintenzivnéjsiho absorpéniho pasu pfitomného ve spektru.

3.4 Izolace huminovych litek na kolonach

Izolace huminovych latek z alginitu byla provedena na zikladé postupu mezindrodni
spolecnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS). Tento postup probihal nasledovné.
Z pevného vzorku alginitu byl nejprve alkalickou extrakci piipraven vyluh HL, ktery
obsahoval HK, FK a snadno hydrolyzujici organické kyseliny. Vyluh HL byl pfipraven
z navazky 300 g vysusené¢ho alginitu, ke kterému bylo do PE nadoby ptiddno 1000 ml 0,1 M
roztoku HCI atoto mnoZstvi se nechalo tfepat na rota¢ni tfepacce (rychlost 10 ot-min ')
po dobu 1 hodiny. Poté byla suspenze zneutralizovana roztokem NaOH o koncentraci 1 M
na hodnotu pH ~ 7. Dale byla suspenze odstiedéna na odstfedivce pi1 4000 RPM po dobu
15 min. Po odstedéni byl odlit kapalny podil od pevného. K pevnému podilu bylo nasledné
pfidano 500 ml 0,1 M roztoku NaOH a tato suspenze se nechala tfepat pfes noc pfi
10 ot-min!. Suspenze byla poté znovu odstiedéna v odstiedivce pii 4000 RPM po dobu
20 min. Alkalicky roztok byl dale okyselen koncentrovanou HCI (~ 35 obj. %) na hodnotu
pH~1 a byl tak ponechan pifes noc, kdy dochdzelo ke koagulaci ,,makromolekularniho*
klubka HK.

3.4.1 Separace HK

Po koagulaci HK, béhem které dochazelo k tipInému zabaleni ,,makromolekularniho* klubka
HK, byly HK odd¢leny od supernatantu odstfedénim v odstfedivce pii 4000 RPM po dobu
20 min. Po odstiedéni byl supernatant uschovan na pozd¢jsi izolaci FK. Vysrazené HK poté
byly znovu rozpustény piidavkem 100 ml 0,1 M roztoku KOH. K roztoku bylo nasledné
ptidano 2,2 g KCl a poté byl roztok odstfedén v odstfedivce pti 4000 RPM po dobu 30 min.
Vtomto kroku dochazelo kuvolilovani nerozpustnych  frakci, hlavné¢ HU,
z makromolekularniho klubka HK. Na tomto mist¢ je nutné podotknout, Ze v pribc¢hu
koagulace HK dochazi k adsorpci nerozpustnych HU pfitomnych v supernatantu na povrch

koagulovanych HK, a nasledn¢ jsou tyto nerozpustné frakce HL ,,uzamceny* ve sférické
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struktufe HK. Po odstranéni nerozpustné frakce byl poté roztok HK okyselen koncentrovanou
HCI (~ 35 obj. %) na hodnotu pH ~ 1 a byl takto ponechan, stejné jako v pfedchozim ptipadé,
pfes noc, kdy opét dochdzelo k vysrazeni HK. Nésledné byly vysrazené HK oddéleny
od supernatantu odsttedénim v odsttedivce pti 4000 RPM po dobu 20 min. K vysrazenym HK
bylo poté ptidano 500 ml roztoku smeési 0,1 M HCI a 0,3 M HF a vznikla suspenze se nechala
tfepat 2 dny na rota¢ni tfepacce (rychlost 10 ot-min'). Timto purifikaénim krokem byly
z vysrazenych HK odstranény zejména sorbované kiemicitany nebo také nckteré slouceniny
ionti kovl. Po uplynuti této doby byly vysrazené HK opét oddéleny centrifugaci pfi
4000 RPM po dobu 20 min. Nasledné byl pevny podil HK pieveden do dialyza¢ni membrany
o velikosti port 1 kDa. Dialyza probihala po dobu 5 dnii proti deionizované vod¢. Po dialyze
byly vzorky HK vymrazeny na rotacni odparce v lyofiliza¢nich bainikach a nasledné
lyofilizovany na laboratornim lyofilizdtoru do uplného vysuSeni. Nasledujici den byl
z lyofiliza¢nich ban€k odebran vytézek HK, ktery byl zvaZen na analytickych vahach.

3.4.2 Separace FK

Pro separaci FK bylo nutné vyuzit metodu selektivni adsorpce na hydrofobni pryskytici DAX.
Bylo nezbytné pouzit tento postup vzhledem k rozpustnosti fulvinovych kyselin v alkalickych
1 kyselych roztocich, a také proto, Ze ziskany supernatant obsahujici FK obsahoval i jinou
nezadouci rozpustnou organickou hmotu, tj. snadno hydrolyzujici organické kyseliny.

Priprava kolony s pryskyrici DAX

Mnozstvi pryskyfice DAX, které bylo dano rozméry sklenéné kolony, bylo pievedeno
do kadinky, kterd se naplnila methanolem tak, aby hladina nad vrstvou pryskyfice byla
minimalné 2 cm vysoka. Takto pfipravena suspenze pryskyfice a methanolu byla ponechéna
na magnetické michadce pfi 350 ot'min~' po dobu 15 min. Nasledné byl methanol slit
a pryskyfice byla promyta destilovanou vodou. Po pfevedeni pryskyfice do kolony sahala
destilovana voda pfiblizn€ 2 cm nad pryskyfici, aby nedochdzelo k vysychani pryskyfice.

Selektivni adsorpce FK na pryskyrici DAX

Jesté pred samotnou separaci FK na chromatografické koloné byl ziskany supernatant
obsahujici FK podroben ultrafiltraci na filtru o velikosti 0,45 pm. Timto krokem byl roztok
zbaven piipadnych nezddoucich pevnych ¢astic, piipadné vysraZzenych zbytkd HK z roztoku.
Nasledné byl pfefiltrovany roztok opakované prolévan kolonou. Po nadévkovani veSkerého
obsahu FK byla kolona promyvana destilovanou vodou, dokud nebyla absorbance vody
na vystupu zkolony mens$i nez 0,015 (pti A =350 nm). Desorpce fulvinovych kyselin
z pryskyfice byla poté provedena pomoci roztoku 0,1 M NaOH, dokud nebyla absorbance
desorp¢niho roztoku na vystupu z kolony mensi nez 0,03 (pifi A =350 nm). Promyvanim
destilovanou vodou byla z kolony eluovana DOM, kterou tvoti z velké ¢asti nezddouci snadno
hydrolyzujici jednoduché organické kyseliny.

Po adsorpci FK na pryskyfici DAX a jejich nasledné desorpci bylo nezbytné provést
regeneraci pouzité¢ pryskyfice a pfipravit ji tedy k dalSimu pouziti. Tato regenerace byla
provedena promyvanim pryskytice 0,1 M HCIL. Promyvani probihalo, dokud hodnota pH HCI
vytékajici z kolony nebyla stejnd s pH HCI na vstupu do kolony. Na zavér pak byla kolona

30



promyta destilovanou vodou dokud, stejné jako v ptfedchozim ptipadé€, nebyla hodnota pH
vody na vystupu z kolony stejnd jako na vstupu do kolony. Destilovana voda byla poté
ponechana v koloné tak, aby sahala cca 2 cm nad pryskyfici a nedoslo tedy k vysychani

pryskyfice.
Priprava kolony s katexem Amberlite IR 120

Mnozstvi katexu pryskyfice Amberlite, které bylo ddno rozméry sklenéné kolony, bylo
pievedeno do kadinky, kterd se naplnila methanolem tak, aby hladina nad vrstvou pryskyfice
byla minimalné¢ 2 cm vysokd. Takto pfipravend suspenze pryskyfice a methanolu byla
ponechdna na magnetické michaéce pii 350 ot-min~' po dobu 15 min. Nésledn& byl methanol
slit a pryskyfice byla promyta destilovanou vodou. Po pfevedeni pryskyfice do kolony sahala
destilovana voda pfiblizn€ 2 cm nad pryskyfici, aby nedochazelo k vysychani pryskyfice.
Vstup do kolony byl nasledné¢ zakryt parafinovou folii.

Zpétna protonace FK na katexu pryskyrice Amberlite

Jelikoz b&hem selektivni adsorpce a ndsledné desorpce FK z pryskyfice DAX byly ziskany
fulvinové kyseliny ve formé& sodnych soli tj. fulvati-Na, bylo nutné kyseliny zpét
naprotonovat. Z alkalického roztoku FK byly pomoci katexu Amberlite IR 120 odstranény
sodné kationty (Na"), které byly nahrazeny vodikovymi protony (H").

Postup zpétné¢ protonace probihal nésledovné. Roztok FK byl opakované prolévan
kolonou, dokud neklesla hodnota elektrické vodivosti pod hodnotu 120 uS-cm™!. Poté byla
kolona promyvéna destilovanou vodou, dokud hodnota absorbance na vystupu z kolony
nedosdhla hodnoty < 0,015 (pfi A = 350 nm).

Podobné jako v piredchozim ptipad¢ bylo nezbytné provést regeneraci pouzité pryskytice
a pripravit ji k dalSimu pouziti. Vymyti adsorbovanych sodnych iontii bylo provedeno pomoci
0,1 M HCI (zpétna protonace kolony). Nejprve byla kolona promyta celkovym objemem
1000 ml 0,1 M HCI a poté byla promyvana destilovanou vodou, dokud se pH vody na vystupu
z kolony nepohybovalo kolem hodnoty 7. Do kolony bylo opét nalito takové mnozstvi vody,
aby jeji hladina byla cca 2 cm nad pryskyfici a nedochazelo tedy k vysychéani pryskyfice.
Vstup do kolony byl nasledné zakryt parafilmem.

Zakoncentrovani a lyofilizace FK

Roztoky FK byly zakoncentrovany a vymrazeny na rotacni vakuové odparce a nasledné
lyofilizovany na laboratornim lyofilizdtoru do uplného vysuSeni. Poté byl z lyofilizanich
banck odebran vytézek FK ve formé svétle hnédého prasku, ktery byl zvdzen na analytickych
vahach.

3.5 Charakterizace huminovych a fulvinovych Kyselin

Po izolaci huminovych latek na kolondch byla provedena jejich fyzikalné-chemicka
charakterizace za ucelem stanoveni elementdrniho sloZeni, Cistoty, aromaticity, stupné
humifikace, obsahu funk¢nich skupin a dalSich detailnich informaci tykajicich se struktury
téchto latek. U ziskanych HK a FK byla provedena analyza pomoci metod elementarni
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analyzy (EA), termogravimetrie (TGA), infracervené spektrometrie (FTIR), UV/Vis
spektrometrie a ustalené fluorescen¢ni spektrometrie (steady-state). U vzorku huminu (HU),
ktery byl ziskan jako nerozpustné frakce, byla provedena pouze analyza pomoci metod EA,
TGA a FTIR.

3.5.1 Elementarni analyza

Elementarni slozeni vzorkiit HK, FK a HU bylo ziskano pomoci CHNS-O elementarniho
analyzatoru EA3000. Vzorky ziskanych HL byly podrobeny prvkové analyze stejnym
zpisobem jako v pfipad¢ alginitu. Elementarni analyzator byl nejprve kalibrovan pomoci
standardni latky sulphanilamidu. Navazené vzorky jednotlivych huminovych latek byly poté
spaleny v atmosféte kysliku pii pracovni teploté reaktoru 980 °C. Do cinovych kapsli bylo
navazeno ~ 1 mg vzorku. VSechny tfi vzorky (HK, FK i HU) byly navazeny celkem ve tiech
opakovanich. Elementarni slozeni HL bylo ziskano pomoci vyhodnocovaciho programu
Callidus™5.1.

3.5.2 Termogravimetricka analyza

Vzorky HL byly termogravimetricky analyzovany na TGA Q5000. I v tomto pfipadé byl
postup stejny jako v pfipad¢ termogravimetrické analyzy alginitu. Vzorky HK, FK a HU,
jejichz navazka cinila ~ 5 mg, byly spaleny z laboratorni teploty na kone¢nou teplotu 1000 °C
v atmosféfe vzduchu s priitokem 50 ml'min~' a srychlosti ohfevu pece 10 °C-min .
Ze ziskanych hodnot byl poté uréen obsah sorbované vlhkosti a nespalitelného podilu
tj. popela.

3.5.3 Infracervena spektrometrie

U analyzy HL latek pomoci infraervené spektrometrie byla podobné jako v ptipad¢ alginitu
pouzita metoda difuzni reflektance DRIFT. V achatové tfeci misce bylo postupné rozetieno
100 mg vyzihaného KBr a 3 mg vzorku HL. Po provedeni homogenizace smési byl
pfipraveny vzorek umistén do néstavce difuzné reflexni jednotky spektrometru Nicolet iS50.
Spektrum bylo méfeno v rozmezi vinoéti 4000400 cm ™! se spektralnim rozlisenim 4 cm™!
a s poctem akumulovanych zdznamt 512. Toto infraCervené spektrum bylo pfevedeno
na jednotky Kubelka-Munk, které odpovidaji jednotkam absorbance pii transmisnim méfeni,
tzn. méfeni vzorku na prichod. FTIR spektrum vzorku bylo normalizovano na hodnotu
nejintenzivnéjSiho absorpcniho pésu pfitomného ve spektru.

3.5.4 UV/Vis spektrometrie

Metoda UV/Vis spektrometrie byla v této praci pouzita za ucelem primarni charakterizace
ziskanych vzorkii huminovych a fulvinovych kyselin. Pro charakterizaci byly ze ziskanych
absorpcnich spekter vypocteny absorpéni koeficienty Eo/E4, Eo/Es, E4/E¢ a Ee1/Enz, které byly
ziskany pomérem absorbanci pifi presné¢ definovanych vlnovych délkach. Absorpéni
koeficient E»/Ez byl ziskdn zpoméru absorbanci pii vlnovych délkach 265 a 365 nm,
koeficient E2/E4 pii vinovych délkach 265 a 465 nm a koeficient E4/Eg, ktery je oznaovan
jako tzv. humifikacni index, byl ziskan pfi vlnovych délkach 465 a 665 nm. Absorpéni
koeficient Eg1/Eg,, ktery je vyrazné citlivy k obsahu polarnich substituenti na aromatickém
jadte HL, byl uren pomérem absorbanci v UVC oblasti absorpéniho spektra pfi
253 2220 nm.
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Vzorky pro méfeni absorpcnich spekter byly pfipraveny nasledujicim zplisobem. Nejprve
byly pfipraveny zasobni roztoky studovanych HK a FK o hmotnostni koncentraci
100 mg:dm > v 0,1 M roztoku NaOH. Nasledné¢ byly z téchto zasobnich roztokti HL
pfipraveny, pipetovanim a naslednym doplnénim pufrem, roztoky HL, jejichz vysledna
koncentrace byla 50 mg-dm 3. Takto pfipravené roztoky byly v praci pouzity za ucelem studia
izolovanych HL pomoci tzv. humifika¢niho indexu, ktery predstavuje absorp¢ni koeficient
E4/Es. Pro ziskéni absorp¢nich koeficienti E»/Es, E»/E; a Egr/Ep, byly dale ptipraveny
roztoky HK a FK o hmotnostni koncentraci 10 mg-dm>. Tyto roztoky byly opét pfipraveny
pipetovanim roztokii o koncentraci 50 mg-dm >, které byly nasledné doplnény pomoci
standardniho fosfatového pufru (smés NaHPO4 a NaH>PO4 v objemovém poméru 0,61:0,39)
o koncentraci 0,05 mol-dm ! a hodnot& pH ~ 7.

Takto ptipravené vzorky HK a FK byly méfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H.
Absorpcni spektra byla métena v rozsahu vinovych délek 200—-800 nm s krokem méfeni 1 nm
a rychlosti skenu 600 nm'min .

s optickou drahou 1 cm.

Veskeré¢ meéfeni bylo realizovano v kfemenné kyveté

3.5.5 Fluorescen¢ni spektrometrie

Stacionarni fluorescencni spektrometrie (steady-state) byla v této praci pouzita za ucelem
ziskani detailnich informaci tykajicich se struktury, heterogenity, stupné¢ humifikace,
kondenzace aromatickych struktur a ptitomnosti elektron-donornich a elektron akceptornich
funkénich skupin. Charakteristika ziskanych HK a FK byla provedena pomoci excitacné-
emisnich spekter (EEM), ze kterych byly odecteny polohy jednotlivych fluorescencnich
domén, tzn. typt fluorofora.

Pro méfeni fluorescencnich spekter byly pouzity stejné roztoky HK a FK o hmotnostni
koncentraci 10 mg-dm >, které byly pfipravené uz pro méieni UV/Vis spekter v kapitole 3.4.4.

M¢teni EEM spekter bylo provedeno na steady-state fluorescenénim spektrometru
Edinburgh Instruments FS5 snastavenou Sifkou Stérbin excitatniho a emisniho
monochromatoru 4 nm v kiemenné kyveté pro fluorescencni spektrometrii s optickou dréhou
1 cm. EEM fluorescenéni spektra byla u vzorkit HK a FK zméfena v rozsahu vinovych délek
excitacni osy 220—450 nm a v rozsahu vlnovych délek emisni osy 300600 nm. EEM spektra
byla méfena s krokem 5 nm. Rovnéz byla vS§echna naméfena fluorescencni spektra resp. jejich
intenzity  fluorescence  korigovany pomoci matematického aparadtu  navrzeného
Lakowiczem [82], ato z divodu silného vnitiniho filtraéniho efektu roztoki HL. Tento
matematicky zapis je definovan rovnici:

X 100,5(Aex+Aem)’ (1)

Fcorr obs

kde Fo»s je experimentalné zjiSténa intenzita fluorescence, 4. je absorbance pii excitacni
vinové délce (v nasem ptipad¢ Aex=A220-450nm), 4em je absorbance pifi emisni vlinové délce
(v naSem pripad€ Aem=A300-600 nm) @ Feorr j€ korigovana intenzita fluorescence.
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3.6 Frakcionace pomoci TLC

Z pevnych vzorki HK, FK a HU, izolovanych z alginitu, byly nejprve pfipraveny roztoky,
které¢ bylo poté mozné nandset na TLC folii. Pevné vzorky HL byly rozpustény v 1 ml
methanolu a vzniklé roztoky byly postupné aplikovany na TLC f6lie pomoci sklenéné
kapilary. Po odpaieni methanolu se TLC folie nechala vyvijet ve sklenéné nadobé obsahujici
smés methanolu a ethyl-acetatu v poméru 2:1. TLC zaznam byl vyvijen po dobu 60 min.
U vzorkd HK a FK bylo po ukonéeni vyvijeni chromatografického zaznamu pozorovano pod
UV lampou pozorovaci komory 6 zdn, které odpovidaly jednotlivym studovanym organickym
frakcim. U TLC huminu (HU) bylo pozorovano pouze 5 z6n. Jednotlivé organické frakce
byly pojmenovany HKE1-HKEG6 (pro HK), FKE1-FKEG6 (pro FK) a HUE1-HUES (pro HU).

3.7 Ziakladni fyzikalné-chemicka charakterizace frakci HL

U jednotlivych organickych frakcich HL byla provedena zadkladni analyza pomoci metod
UV/Vis spektrometrie a ustalené fluorescencni spektrometrie.

3.7.1 UV/Vis spektrometrie frakci HL

Pro analyzu pomoci UV/Vis spektrometrie byly pfipraveny vzorky jednotlivych frakei
seSkrabanim silikagelu s TLC zaznamem, ktery byl poté rozpustén v 0,1 M NaOH a ptfeveden
do standardniho fosfatového pufru. Timto zpisobem byly pfipraveny roztoky vSech frakci
HK, FK a HU. Nasledné¢ byla z pfipravenych roztoki zméfena UV/Vis spektra, ze kterych
byly nésledné vypocteny absorp¢ni koeficienty Egt/En,, E2/Es a Eo/Es4. Znamy a tradi¢né
pouzivany absorpcni koeficient E4/Es, dany jako pomér absorbanci pifi 465 nm a 665 nm,
nemohl byt pouzit z divodu nizké absorpce frakci v oblasti vlnovych délek 550-800 nm.
Namisto n¢j byl pouzit absorpéni koeficient E2/E4, ktery je konzistentni s koeficientem E4/Es,
a ktery je charakterizovan jako pomér absorbanci pfi 265 nm a 465 nm. Daéle byl pouzit
absorp¢ni koeficient E»/E3, definovany jako pomér absorbanci pii 265 a 365 nm a koeficient
Ee1/Eg;, definovany pii 253 a220 nm. M¢éfeni absorpénich spekter vSech vzorkli bylo
provedeno pii stejném experimentalnim nastaveni spektrometru Hitachi U3900H jako
v kapitole 3.4.4.

3.7.2 Fluorescen¢ni spektrometrie frakci HL

Hlavni metodou pro studium organickych frakci HL izolovanych z alginitu byla v této praci
metoda ustalené fluorescencni spektrometrie (steady-state). Jednotlivé organické frakce HK
a FK byly zméfeny na fluorescencnim spektrometru FluoroLog® (Horiba Scientific) a frakce
HU na fluorescencnim spektrometru Edinburgh Instruments FS5 s nastavenou Sitkou Stérbin
excitatnitho a emisniho monochroméatoru 4 nm v kfemenné kyveté pro fluorescencni
spektrometrii s optickou drdhou 1 cm. EEM fluorescenéni spektra byla u vzorkit HL zméfena
v rozsahu vinovych délek excitacni osy 240—450 nm a v rozsahu vinovych délek emisni osy
290-600 nm. EEM spektra byla meétfena s krokem 5nm. Z divodu silného wvnitiniho
filtraéniho efektu roztokl organickych frakei HL byla, stejné jako v kapitole 3.5.5, intenzita
fluorescence korigovana pomoci matematického aparatu navrzeného Lakowiczem [82].
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4 DISKUZE A VYSLEDKY

4.1 FElementarni a termogravimetricka analyza alginitu

Nameétené hodnoty elementdrniho slozeni alginitu, jeho atomovych poméri H/C, O/C a N/C
a obsahu popela a celkové vlhkosti, ziskanych pomoci termogravimetrie, jsou zobrazeny
v Tab. 1. Zvysledkli elementarni analyzy je zfejmé, ze alginit je tvofen pievazné
uhlikem, vodikem, kyslikem a minoritné i dusikem. Elementarni slozeni alginitu je uvedeno
v atomovych procentech zdavodu nizké atomové hmotnosti vodiku, ktery by byl pii
vyjadieni pomoci hmotnostnich procent vyrazné podhodnocen. Atomové poméry H/C a O/C
uvedené¢ v Tab. 1 predstavuji vhodnou metodu, jak jednoduSe charakterizovat nckteré
fyzikéalné-chemické vlastnosti pfirodnich organickych latek tzn. podil aromatickych ¢i
alifatickych strukturnich jednotek, miru hydrogenace, oxidace nebo dekarboxylace.
Z atomovych pomért lze vy¢ist, Ze nejvyssi hodnotu méa pomér H/C, coz naznacuje znacnou
vysokou miru hydrogenace alginitu. Hodnota atomového poméru O/C je vsak také pomérné
vysokd, coz znaCi, ze alginit obsahuje velké mnozstvi strukturnich jednotek, které jsou
substituovany kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami, jako jsou karboxylové,
—OH fenolické ¢i alkoxylové skupiny tzn. —OCH3.

Tab. 1: Elementdarni slozeni alginitu (v atom. %), vypoctené atomové pomery H/C a N/C, obsah popela

a celkove vihkosti

elementarni sloZeni v atom. % popel vlhkost
vzorek H/C 0O/C N/C
C H N (0] (hm. %) (hm. %)
Alginit 18,01 65,50 0,50 15,99 3,64 0,89 0,03 64,37 4,92

Podle hodnot, ziskanych z termogravimetrického zdznamu, je ziejmé, Ze alginit obsahuje
velké mnozstvi nespalitelného podilu (tj. popela), coz je zplisobeno pravdépodobné silnou
mineralizaci vzorku anorganickymi slouc¢eninami, jako jsou napf. kaolinit nebo illit, které
byvaji béZnou soucasti alginitu. Celkova vlhkost alginitu je zplisobena piedevsim
adsorbovanou vzduSnou vlhkosti prostiednictvim hydrofilnich karboxylovych (—COOH)
a fenolickych (—OH) skupin.

4.2 Infracervena spektrometrie alginitu

Na Obr. 8 je zobrazeno FTIR spektrum vzorku alginitu ziskané metodou difuzni reflektance.
Spektralni oblast 3640-3550 cm ™' se specifickym absorpénim pasem pii 3617 cm™! je
pfipisovana valen¢nim vibracim O-H vazeb v krystalové miiZzce kaolinitu anebo
montmorillonitu. Déle Ize pozorovat Siroky absorpéni pas v oblasti 3480-3250 cm ™' se
specifickym pasem pii 3394 cm™!, ktery je obvykle pfipisovan valenénim vibracim O-H
vazeb v karboxylovych kyselinach, alkoholech ajinym strukturnim jednotkdm obsahujici
O-H skupinu. Charakteristické absorpéni pasy lokalizovany v oblastech 2924 a 2850 cm™!
jsou piisuzovany asymetrickym a symetrickym valenénim vibracim C-H vazeb
methylenovych funkénich skupin. Déale si mlizeme vSimnout absorpcniho pasu v oblasti
vlnoétl 2600-2500 cm ™! s maximem specifické absorpce pii 2522 cm™!, ktery je piifazovan
valenéni symetrické vibraci O-H--O vazeb v karboxylovych kyselindich vazanych
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vodikovymi miistky. Absorpéni pas lokalizovany pti 18161770 cm™! je pfipisovéan valenéni
symetrické vibraci karbonylové C=0O skupiny v aryl-karbonatech. V oblasti kolem 1630 cm™'
byl dale pozorovan absorpéni pas pfipadajici symetrické valen¢ni vibraci C=O skupin
v sekunddrnich amidech. Velmi vyrazny absorpéni pas mulzeme pozorovat v oblasti
1490 cm ™!, jenZ je piisuzovan valenénim vibracim C=O vazeb v uhli¢itanu. Ve FTIR spektru
byl dale lokalizovéan velmi intenzivni a ostry absorpéni pas pii 1037 cm™!, ktery je zplisoben
pfitomnosti anorganickych slozek, zejména valencni symetrickou vibraci Si—O vazeb
v kaolinitu a montmorillonitu. Pfitomnost kiemicitanovych komponent (Si—O) se projevuje
ive spektralni oblasti pti 914cm™' a 790 cm™'. Tato hypotéza je rovnéz podporena
zbytkovym popelem, ktery byl stanoven pomoci termogravimetrie. Déle byl v infraerveném
spektru lokalizovan dublet absorpénich past pti 883 cm™' a 856 cm™!. Tyto absorpéni pasy
potvrzuji pfitomnost anorganickych pfimési ve vzorku alginitu tj. uhli¢itanovych aniontii. Oba
zminéné pasy odpovidaji deformaénim vibracim C=O vazeb v COs*. MiZeme si také
povsimnout absorpéniho pasu, ktery byl identifikovan v oblasti pii 752—740 cm™'. Tento pas
je tradi¢né pfipisovan deformacni vibraci C—H vazeb v ortho-substituovanych aromatickych
slouceninach. Zaveérem je tedy mozné tvrdit, Ze se v infracerveném spektru alginitu podle
ocekavani projevuji charakteristick¢ spektralni znaky organické hmoty (pfitomnost
aromatickych a alifatickych uhlovodiki) s majoritnim obsahem jilovych minerall, jako jsou
kaolinit a montmorillonit [32; 83; 84].

vinocet (cm'l)
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

normalizovana absorbance (-)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

vinocet (cm'l)

Obr. 8: FTIR-DRIFT spektrum alginitu
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4.3 Stanoveni obsahu HL v alginitu

V Tab. 2 jsou uvedeny vypoctené vytézky HL, které byly izolovany ze vzorku slovenského
alginitu podle standardniho postupu mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek
(IHSS). Tento postup byl podrobné popsan v kapitole 3.3. Z vysledki termogravimetrické
analyzy byl rovnéz vypocten celkovy obsah organické hmoty ve vzorku alginitu. Vysledky
ukazuji, Ze vzorek alginitu obsahoval 30,71 hm. % celkové organické hmoty, coz je v dobré
shod¢ svysledky ostatnich autor [85], ktefi se zabyvali analyzou alginitu. Obsah
izolovanych HL vSak byl stanoven pouze na 0,30 hm. %, pticemz HK byly zastoupeny
v majoritnim mnozstvi. Vzhledem k pivodu alginitu je mozné ptedpokladat, Zze jeho
organickd hmota je majoritné tvofena kerogenem typu II, ktery je soucasti fas (algae). Jak
totiz bylo zminéno dfive, alginit vznikl postupnou sedimentaci odumielych kolonii fas.

Tab. 2: Celkovy obsah organické hmoty v alginitu (hm. %), vytézky izolovanych HL (hm. %)

celk. org. hmota HL HK FK
vzorek (hm. %) (hm. %) (hm. %) (hm. %)
Alginit
30,71 0,30 0,20 0,10

4.4 Elementarni a termogravimetricka analyza HL

Vysledky z elementarni analyzy izolovanych HL potvrzuji pfedpoklad, ze ziskané HL jsou
tvofeny pfevazné vodikem, uhlikem, kyslikem a minoritn¢ dusikem. Sira je zastoupena pouze
v minimalnim mnozstvi u vzorki HK a FK. Prvkové slozeni je v Tab. 3 uvedeno opét
v atomovych procentech (atom. %) zdivodu silného podhodnoceni obsahu vodiku.
Z vysledki uvedenych v Tab. 3 lze konstatovat, Ze analyzované vzorky vykazuji typické
prvkové slozeni HL izolovanych z dnovych sedimentt [86; 87]. V Tab. 3 také mizeme vidét,
ze vzorky FK a HK jsou v porovnani se vzorkem HU tvofeny vys$im obsahem uhliku a také
kysliku, ktery je obsazen v kyselych funkénich skupinach, jako jsou karboxylové (—-COOH),
fenolické (—OH), ketonové (C=0) nebo také alkoxylové (O—CH3) ¢i etherové. Také si nelze
nepovSimnout, ze pfi analyze byl u vzorku FK detekovan vysSi obsah siry v porovnani se
vzorkem HK. Tato skutecnost znaci, ze vzorek FK ma ve své chemické struktuie vyssi
zastoupeni hydrofilnich sulfonovych skupin (—SO3H). Absence siry u vzorku HU by mohla
byt vysvétlena tim, ze v této diplomové praci byla pouzita GC kolona, ktera umoziuje
stanoveni tohoto biogenniho prvku v minimélni hmotnostni koncentraci 0,5 hm. %. Obsah
dusiku byl u vzorkit HK a FK prakticky totozny. Naopak v ptipad¢ nerozpustné frakce HU
byl dusik zastoupen ve velmi malém mnozstvi. Rada autorti dava ve spojitost obsah dusiku
v HL s mikrobidlni ¢innosti béhem procesu humifikace.

Ze ziskanych vysledki elementarni analyzy byly dale vypocitany atomové poméry H/C,
O/C a N/C, které slouzi k charakterizaci fyzikalné-chemickych vlastnosti HL, jako je stupen
aromaticity nebo mira dehydrogenace, dekarboxylace a oxidace. Pfi pohledu na vysledky
uvzorku fulvinové kyseliny (FK). Tento pomér charakterizuyje miru dehydrogenace
a aromaticity HL. Z vysledki tedy vyplyvd, Ze vzorek FK je charakterizovan vys$Si mirou
aromaticity a dehydrogenace nez vzorky HK a HU. Naopak atomovy pomér O/C, ktery nds
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informuje o obsahu kyselych funkénich skupin tj. karboxylovych a fenolickych, byl nejvyssi
pravé v pripad¢ vzorku FK. Znamena to tedy, ze tato biokoloidni slouCenina ma ve své
struktufe nejvyssi obsah kyselych funkénich skupin, naproti tomu vzorek HU jich ma
nejméng. Z Tab. 3 lze také vycist, Zze vSechny vzorky HL byly charakterizovany piiblizné
stejnymi hodnotami atomovych poméra N/C, které se pohybovaly v rozmezi ~ 0,05-0,07.
Z toho diivodu mizeme usuzovat, ze vzorky HK, FK a HU obsahuji ve svych strukturach
obdobna mnozstvi dusik obsahujicich funkénich skupin.

Tab. 3: Elementarni slozeni HL izolovanych z alginitu (v atom. %), vypoctenée atomové pomery H/C

a N/C, obsah popela a celkové vihkosti

elementarni sloZeni v atom. % popel vlhkost
vzorek H/C 0O/C N/C
C H N (0] S (hm. %) (hm. %)
HK 34,84 52,55 240 942 0,79 1,51 0,27 0,07 1,25 6,64

FK 34,84 48,38 2,29 1292 1,57 1,39 0,37 0,07 25,60 5,58
HU 27,65 66,19 149 467 nd 239 0,17 0,05 54,60 4,75

Poznamka: nd — nebylo detekovano.

Z porovnani HL z hlediska obsahu nespalitelné¢ho zbytku tj. popela (viz Tab. 3) je ziejmé,
obsahoval vzorek huminu (HU), jehoz obsah nespalitelného zbytku ptesahoval 54 hm. %.
Nizky obsah popela v ptipadé HK je zplisoben zejména odliSnym postupem pii izolaci téchto
biokoloidnich sloucenin z pfirodni matrice. Odlisné jsou také jednotlivé purifikacni kroky,
které¢ v piipadé HK zahrnuji plsobeni smési 0,3 M HF a HCl zatucelem dekalcinace
a desilifikace, a také dialyzu na membréandach, jejichz cut-off hodnota je < 1 kDa. U izolace FK
probiha purifikace nejprve na koloné s pryskyfici DAX a poté, pti zpétné protonaci, na koloné
s katexem Amberlite IR 120. Pii TGA analyze byla také stanovena vlhkost jednotlivych HL.
Ta se u analyzovanych vzorkii pohybovala vrozmezi 5-7 %, pficemZ nejvyssi obsah
sorbované vlhkosti byl stanoven u vzorku HK. Vys$§i hodnoty sorbované vlhkosti u HK a FK
jsou zpusobeny pravdépodobné vysokym obsahem kyselych funk¢énich skupin, coz nam
dokazuje také atomovy pomér O/C, ktery byl nejvyssi pravé u téchto zminénych sloucenin.

4.5 UV/Vis spektrometrie HL

Metoda molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti
elektromagnetického zafeni (UV/Vis) patii mezi zakladni instrumentélni techniku pro
charakterizaci rozpu$téné organické hmoty a huminovych latek izolovanych zriznych
ptfirodnich matric. Ziskané¢ HK a FK byly v této diplomové praci charakterizovany pomoci
absorpCnich koeficientii, které byly vyneseny do sloupcovych grafii. Absorpcni koeficienty
E2/E4, E2/E3, E4/Es jsou zobrazeny na Obr. 9 a sloupcovy graf s koeficienty Eg1/Eg; je mozné
vidét na Obr. 10. Namétfena spektra HL vykazovala kvaziexponencialni pribéh, ktery je
charakteristicky pro tyto biokoloidni slou¢eniny. Z vysledki miizeme vidét, ze pouzité vzorky
vykazuji typické hodnoty absorpénich koeficienti HL izolovanych ze sedimentarnich
ptirodnich matric.
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Na Obr. 9 lIze vidét, Ze absorpéni koeficienty E»/Es4 a E4/Eg (tj. humifikacni index), byly
vyrazn¢ vyssi v ptipadé vzorku FK. Vysoka hodnota absorpéniho koeficientu E2/Es svédci
otom, ze vzorek FK je charakterizovan niz§im stupném humifikace a také niz$i stfedni
molekulovou hmotnosti. Pfi porovnani obou izolovanych HL si mizeme v piipadé vzorku FK
vSimnout také vysSiho absorpéniho koeficientu Ea/Es3, ktery spolecné s koeficientem E»/E4
charakterizuje FK nizS§im stupném aromaticity. Nizké hodnoty koeficientl Ex/Es, E2/E4
a E4/E¢ naopak charakterizuji izolovanou HK vétsi stiedni molekulovou hmotnosti, vyssim
stupném aromaticity a rovnez také vy$sim stupném humifikace.

E,/E, E,/E, E,/E,

absorpc¢ni koeficient

Obr. 9: Absorpcni koeficienty HK a FK izolovanych z alginitu

Ze sloupcového grafu na Obr. 10 lze vycist, ze hodnota absorpéniho koeficientu Egt/Eg;
byla tentokrat vyssi pro vzorek HK. Koeficient Egr/Eg, je velmi citlivy k pfitomnosti
polarnich a alifatickych substituentli na aromatickém jadie HL a jeho vyssi hodnota tedy
znamena, ze jsou aromaticka jadra substituovana hydrofilnimi funkénimi skupinami, jako jsou
skupiny fenolické (—OH), karboxylové (—COOH) nebo karbonylové (C=0). Z nizsi hodnoty
koeficientu Err/Ep; naopak vyplyva, ze jsou aromatickd jadra HL substituovana prevazné
hydrofobnimi skupinami. Nizky koeficient Egt/Ep, miize byt také pticinou vyskytu méné
substituovanych aromata ve strukture HL. Pfi porovnani analyzovanych vzorkit HK a FK
muzeme tedy konstatovat, ze aromatickd jadra u vzorku FK jsou vice substituovana
hydrofobnimi skupinami. Naopak vzorek HK je charakterizovan vyS$im stupném substituce
aromatického jadra polarnimi funk¢nimi skupinami. Nicméné je zapotiebi fici, ze vypoctené
hodnoty tohoto absorp¢niho koeficientu jsou hodnotové dosti podobné, a to zejména
z diivodu, Ze tento koeficient je schopen reflektovat pouze ty substituenty, které jsou pfitomny
na Ar jednotkach HL. Jinymi slovy, vySe zminény koeficient neni schopen zohlednit
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piispévek  vychédzejici  z pfitomnosti  alifatickych  organickych  kyselin, jakkoliv
substituovanymi polarnimi ¢i hydrofobnimi funkénimi skupinami.

1,0

0,8 1

0,6

0,4 1

0,2 1

0,0
EET/EBZ

absorp¢ni koeficient

Obr. 10: Absorpcni koeficienty Err/Eg. vzorkii HK a FK

4.6 Infracervena spektrometrie HL

Na Obr. 11 jsou zobrazena FTIR spektra izolovanych huminovych latek, tedy HK, FK a HU.
Spektra byla ziskana pomoci metody difuzni reflektance. Absorpéni pas v oblasti vinocti
3640-3602 cm ! se specifickym pasem pii 3618 cm™!' u vzorku HU je pfipisovan valenénim
vibracim O-H vazeb v krystalové mfizce kaolinitu anebo montmorillonitu. Dale si mizeme
u HK a FK v§imnout $irokého absorpéniho pasu v oblasti vlno&td 35003150 cm™!, ktery je
tradi¢né prisuzovan valencnim vibracim O—-H vazeb v karboxylovych kyselinach, alkoholech
a jinych strukturnich jednotkdch obsahujici —OH skupinu. Eminentni Sirokost tohoto
absorpéniho pasu je rovnéz zplsobena valenéni symetrickou vibraci N-H vazeb
v sekundarnich amidech (—CO-NH-). V pfipadé¢ vzorku HU je tento absorpcni pas méné
intenzivni a je lokalizovan v oblasti 33503200 cm™'. Dale Ize u vzorku FK zpozorovat méné
intenzivni absorpéni pas v oblasti 2973 cm ™!, ktery je pfipisovan asymetrickym vibracim C—H
vazeb v CHjs skupinach. U vzorktt HK a HU je dale lokalizovan absorpcni pas v oblasti 2923
resp. 2920 cm!. Tento absorpéni pas odpovidd asymetrické vibraci C-H vazeb v —CHx—
funkénich skupindch. V pfipadé vzorku FK je tento absorpéni pds piitomen v oblasti
2946 cm™'. U vzorki HK a HU si také mtZeme v§imnout absorpéniho pasu v oblasti
2850 resp. 2854 cm’!, ktery je pfisuzovian symetrickym vibracim C-H vazeb
v methylenovych funkénich skupinach (—CHz—). Dale je ve FTIR spektru vzorki HK a FK
lokalizovan Siroky absorpéni pas v oblasti 26652500 cm™!. Tento absorpéni pés je tradi¢né
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pfipisovan valen¢ni symetrické vibraci O—H--O vazeb v karboxylovych kyselinach, které
jsou vazané vodikovymi mistky za vzniku dimerni formy —COOH. Hlavni absorpéni pasy
jednotlivych funkénich skupin vzorkih HK aFK byly pozorovany v oblasti vlnoctl
1800-900 cm™!. V této oblasti byl lokalizovan vyznamny absorpéni pas pfi 1709 cm™! pro
vzorek HK a pii 1716 cm™! pro vzorek FK. Tento velmi intenzivni absorpéni pas odpovida
symetrické valen¢ni vibraci C=0 vazeb v karboxylovych kyselinach. Ve spektru dale mizeme
u vech vzork®i HL zpozorovat absorpéni pas v oblasti 1658 cm™! pro HK a HU a v oblasti
1662 cm™! pro vzorek FK. Zminény absorpéni pas odpovidd C=0O vibracim v sekundarnich
amidech. U vzorku HK miZeme také vidét absorpéni pas v oblasti 1616 cm™!, ktery je
pfipisovan valen¢nim symetrickym vibracim C=C vazeb v aromdatech. Témto symetrickym
vibracim je rovnéZ piipisovan absorpéni pas v oblasti 1512 cm™!. Déle si ve FTIR spektru
vzorku HU nelze nepov§imnout absorpéniho pasu pfi 1570 cm™!, ktery mézeme prifadit
deformacnim vibracim N-H a valen¢nim vibracim C-N vazeb v sekundarnich amidech.
V ptipadé vzorku HU byla také lokalizovana dvojice absorp¢nich past v oblastech pii 1458
a 1385 cm™!. Absorpéni pas v oblasti 1458 cm™! odpovida deformaénim vibracim C—H vazeb
v methylenovych (—CHz—) a methylovych (—CH3) funkénich skupindch, kdezto pas v oblasti
1385 cm™! je piisuzovan pouze deformaénim vibracim v methylovych (~CH3) skupinach.
Absorpcni pasy, odpovidajici symetrickym deformacnim vibracim C—H vazeb v methylovych
(—CH3) skupinéch, byly lokalizovany také u vzorkd HK a FK. U zminénych HK a FK byly
tyto pasy lokalizovany v oblastech vlno&tti 1377 resp. 1380 cm™!. Intenzivni absorpéni pas
v oblasti 1226 cm™!, lokalizovany pouze u vzorku HK, je tradi¢n& piipisovan asymetrické
vibraci C-O a deformacni vibraci O—H vazeb v karboxylovych a fenolickych —OH skupinach.
U vzorku HK byl také lokalizovan absorpéni pas v oblasti 1037 cm ™!, jenZ je piisuzovan
valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb v primarnich alkoholech. Dale si miiZeme u stejného
vzorku viimnout dvou méné intenzivnich absorpénich pasti v oblastech 835-798 cm™!
a775-740 cm™!. Tyto zminéné absorpéni pasy odpovidaji deformaéni vibraci C—H vazeb
v ortho- resp. v para-substituovanych aromatickych slouceninach. V FTIR-DRIFT spektru
vzorku FK si lze déale povSimnout nékolika dilezitych absorpcnich péasi. Méné intenzivni
absorpéni pas lokalizovany pii 1414 cm™! je pfipisovan deformacni vibraci C—O vazeb
v karboxylatovém aniontu. Dal§i vyznamny absorpéni pas, vyznaCeny na Obr. 11, byl
lokalizovan v oblasti 1172 cm™!. Tento pas je zpravidla piipisovan vazebné vibraci C-C-O
vazeb v alifatickych esterech. U vzorku FK si také nelze nevSimnout velmi ostrého
a intenzivniho absorpéniho pasu v oblasti 1080 cm ™!, jenZ je tradi¢né pfisuzovan valenéni
symetrické vibraci C—O—C a valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb v alifatickych etherech
a sekundarnich alkoholech. V oblasti deformacnich vibraci aromatickych C—H vazeb si
uvzorku FK miizeme také v§imnout absorpéniho pasu v oblasti 810-790 cm™!, ktery je
pokladan za indikator ortho-substituovanych aromatickych sloucenin. V této oblasti je také
u vzorku HU pfitomna dvojice absorpénich pasti pii 795-780 cm™' a 760-745 cm™!. Tyto
pasy jsou indikatory ortho- a para-substituovanych aromatickych sloucenin [32; 83; 84; 88;
891.

Z infracervenych spekter izolovanych HL je zfejmé, Ze pouzitd metoda izolace téchto
biokoloidnich latek byla z hlediska jejich kvalitativnich vlastnosti tispéSna. Absorp¢ni pasy
jednotlivych HL, které pfipadaly riznym funkénim skupindm ¢&i strukturnim jednotkdm,
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odpovidaly absorpcnim péstim, které byly stanoveny a charakterizovany celou fadou autort

[84; 88: 89; 90; 91].
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4.7 Fluorescenc¢ni spektrometrie HL

Excitacné-emisni (EEM) spektra HK a FK jsou uvedena na Obr. 12. V EEM spektru vzorku
HK (Obr. 12a) bylo lokalizovano fluorescenéni maximum v oblasti vinovych délek
240-280/400-500 nm (Aex/Aem), které je tradiéné ptipisovano fluoroforu A (fulvic-like). Tento
fluorofor je podle mnoha autort typicky pro HL izolované z riznych ptirodnich matric, kam
zpravidla fadime kaustobiolity, pidni matrice, sedimenty a urCité sladkovodni zdroje jako
jsou teky a jezera. U vzorku FK (Obr. 12b) bylo toto maximum lokalizovano v oblasti
vlnovych délek 235-245/430-460 nm (Aex/Aem). Pti porovnani obou EEM spekter HL lze
konstatovat, ze v ptipad¢ vzorku FK byl zminény fluorofor A (fulvic-like) lokalizovan pii
kratSich vinovych délkach emise nez u vzorku HK. Rovnéz si mizeme vSimnout, ze tento
fluorofor mél v pripadé vzorku FK vyssi intenzitu fluorescence. Obecné¢ plati, ze krat$i emisni
vinové délky a vétsi intenzita fluorescence namétena v EEM spektrech charakterizuji dany
vzorek nizS§im stupném aromaticity a zaroven niz$i molekulovou hmotnosti. Naopak vyssi
vlnové délky a niz§i intenzita fluorescence Ir (CPS) znamenaji, Ze je dany vzorek
charakterizovan ptitomnosti kondenzovanych aromatickych strukturnich jednotek a elektron-
donornich substituentli, zejména substituentli obsahujicich karbonylové, hydroxylové
a alkoxylové funk¢ni skupiny. Na zéklad¢ uvedenych vysledki mizeme tedy konstatovat, ze
vzorek izolované FK je charakterizovan vysSim mnozstvim hydroxylovych, alkoholovych
a karbonyl obsahujicich funkénich skupin (-COOH a -NH—CO-). Lze také predpokladat, ze
je vzorek izolované FK charakterizovan niz§i molekulovou hmotnosti, nizSim stupném
aromaticity a rovnéz niz$im stupném kondenzace aromatického jadra, s ¢im souvisi také
mensi obsah strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Tento zaveér
byl podpoten rovnéz i vysledky z elementarni analyzy a UV/Vis spektrometrie.
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Obr. 12: Excitacne-emisni spektra izolovanych HL a) Alginit HK b) Alginit FK

V ptipadé¢ vzorku FK (Obr. 12b) si dile mizeme povSimnout méné intenzivniho
fluorescencniho maxima v oblasti 300-310/430-450 nm (Aex/Aem), které je obvykle
ptisuzovano fluoroforu C (humic-like). Toto fluorescenéni maximum je mnohymi autory
povazovano za charakteristické pro HL izolované z ptdy, raseliny ¢i sladkovodnich zdroju.
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V ptipadé naSeho vzorku FK souvisi tento fluorofor pravdépodobné s pfitomnosti
aromatickych struktur, které jsou vysoce substituovany reaktivnimi funk¢énimi skupinami,
zejména pak karboxylovymi (—COOH) skupinami. Vzorek HK naproti tomu neobsahoval
podle EEM spektra zadné dalsi zjevné fluorescencni domény, jako napft. fluorofory C (humic-
like) C¢i fluorofory ne-huminového — mikrobidlniho plvodu (zyrosin-like, tryptofan-like).
Z Obr. 12a vsak vyplyva, Ze tyto fluorofory mohou byt ve vzorku pfitomny, coz se ostatné
projevilo iv EEM spektrech organickych frakci HK (viz Obr. 13). Vzhledem
k multikomponentalnimu charakteru a vysoké molekulové hmotnosti vzorku HK maji totiz
potencialni fluorofory podobu piekryvajicich se fluorescen¢nich maxim. Za timto ucelem
byla proto v této praci pouzita metoda chromatografie na tenké vrstvé (TLC) [32; 89; 92; 93;
94; 95].

4.8 UV/Vis spektrometrie TLC frakei HL

V namétenych UV/Vis spektrech nebyly, s vyjimkou dvou frakci HK (HKEI a HKE6),
pozorovany zadné vyrazné spektralni rysy. Pouze v pfipadé zminénych frakci HKE1 a HKE6
bylo pozorovano lokalni absorpéni maximum v oblasti vinové délky 280 nm (viz. Obr. 16).
Absorpéni spektra ostatnich namétenych vzorklt byla charakterizovana bez jakychkoliv
viditelnych absorpénich maxim a jejich absorbance se kvaziexponencidlné¢ zvySovala
s klesajici vlnovou délkou. VSechny ziskané organické frakce absorbuji vyhradné
v ultrafialové oblasti. Absorpce v této oblasti elektromagnetického zafeni znamena, Ze vétSina
pritomnych typti chromoforti obsahuje riizné€ substituované aromatické struktury.

V Tab. 4 jsou zobrazeny vypoctené¢ hodnoty absorp¢nich koeficientii pro TLC organické
frakce HK. Hodnoty retarda¢nich faktorii Rrjednotlivych frakci HK jsou zobrazeny v Tab. 10.
Z vysledki muzeme vidét, ze se absorpcni koeficient Egr/Ep, u frakci HK pohyboval
v rozmezi 0,10-0,48. Nejvyssich hodnot tento koeficient dosahoval u frakci HKE2 a HKES,
z ¢ehoz vyplyva, ze tyto organické frakce byly charakterizovany vysSi mirou substituce
aromatického jadra kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami, jako jsou karboxylové,
hydroxylové, karbonylové a esterové. Naopak nejnizsich hodnot nabyval koeficient Eg1/Eg;
u frakci HKE1 a HKE®6, tedy frakci, které, jak jiz bylo zminéno dtive, vykazovaly v UV/Vis
spektrech nejvyssi miru absorpce (viz Obr. 16). Nizké hodnoty koeficientu Eg1/Eg, pak
mohou znamenat vys$i substituci aromatickych struktur nepolarnimi funkénimi skupinami
nebo alifatickymi fetézci. Absorpéni koeficienty E2/Esz a Eo/Es se u frakci HK pohybovaly
v rozmezi 3,25-18,60 resp. 7,80-53,14. Z Tab. 4 lze vycist, ze frakce HKE2 a HKE3 byly
charakterizovany nejnizSimi hodnotami téchto koeficientl. Lze tedy predpokladat, ze tyto
frakce maji vysokou molekulovou hmotnost a jsou charakterizovany vysokym stupném
aromaticity. Naopak frakce, lokalizované¢ na obou koncich TLC chromatogramu (HKEI
a HKE®6), jsou charakterizovany velmi nizkou molekulovou hmotnosti a jsou, v porovnani
s ostatnimi frakcemi, vice alifatické.
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Tab. 4: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientit pro organické frakce HK

Organicka frakce Absorp¢ni koeficienty

HK E2/E3 E2/E4 Ee1/Eg:
HKE1 6,83 19,63 0,17
HKE2 3,41 9,67 0,48
HKE3 3,25 7,80 0,32
HKE4 4,25 13,60 0,33
HKES 4,58 15,71 0,41
HKE6 18,60 53,14 0,10

V piipadé¢ organickych frakci FK mutzeme vidét (viz Tab. 5), ze koeficient Eg1/Eg,
charakterizujici miru substituce aromatického jadra polarnimi skupinami, mél nejvyssi
hodnotu u frakce lokalizované u ¢ela TLC chromatogramu (FKE1). Hodnoty retardacnich
faktori Rr jednotlivych frakci FK jsou uvedeny v Tab. 11. Mizeme si také vSimnout, Ze
hodnota zminéného absorpcniho koeficientu stoupala se zvySujicim se retardacnim faktorem
Rt jednotlivych organickych frakei FK. Jinymi slovy byly frakce, které byly eluovany na TLC
nejpomaleji resp. jeho pozice byla v blizkosti naneseni vzorku (startu), charakterizovany nizsi
mirou substituce aromatického jadra kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami. Tyto frakce
(FKE4, FKES a FKE6) naopak obsahovaly vétsi mnozstvi aromatickych struktur, jez byly
substituovany nepoldrnimi skupinami, jako jsou zejména methylové (—CH3) skupiny.
Hodnoty absorpcnich koeficienti E»/Es a E2/Es se u organickych frakci FK pohybovaly
v rozmezi 2,32-3,86 resp. 3,36—-17,08, pfiCemz jejich nejvyssi hodnoty byly stanoveny pro
frakce FKE3 a FKE4. Znamena to tedy, ze tyto zminéné frakce maji niz§i molekulovou
hmotnost a jsou charakterizovany nizkym stupném aromaticity. Pii porovnani frakci HK a FK
si lze také vSimnout, Ze frakce FK byly charakterizovany uzs$im rozpétim hodnot absorp&nich
koeficientii Eo/Es a Eo/E4, a tedy 1 uzsi distribuci stfedni molekulové hmotnosti. Obecné je
mozné konstatovat, ze vzorek HK byl v porovnani se vzorkem FK charakterizovan vyssi
polydisperzitou konstitu¢nich jednotek supramolekuldrnich asociaci.
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Tab. 5: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientit pro organické frakce FK

Organicka frakce Absorp¢ni koeficienty

FK E2/E3 E2/E4 Ee1/Eg:
FKEI 2,99 8,19 0,64
FKE2 2,86 6,74 0,61
FKE3 3,86 17,08 0,61
FKE4 3,79 11,20 0,58
FKES 3,61 7,21 0,54
FKE6 2,32 3,36 0,58

Absorpéni koeficienty organickych frakci nerozpustného HU jsou zobrazeny v Tab. 6
a hodnoty retardac¢nich faktord R jednotlivych frakci HU miizeme vidét v Tab. 12.
Z vysledki je patrné, ze hodnota absorp¢niho koeficientu Egt/Eg,, na rozdil od organickych
frakci FK, klesa s rostoucim retarda¢nim faktorem Ry Z toho vyplyva, ze organické frakce
HU, které byly na TLC desticce eluovany nejrychleji, jsou charakterizovany nizsi polaritou,
a tedy nizsi substituci aromatického jadra kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami, jako jsou
karboxylové, hydroxylové, karbonylové a esterové. Jisté posloupnosti si mizeme také
vSimnout u absorp¢nich koeficienti Eo/E3 a Ey/Es, jejichz hodnota roste se zvySujicim se
retardaénim faktorem Ry Na zdklad¢ téchto vysledkii 1ze konstatovat, ze organické frakce
HU, které byly lokalizovany v blizkosti ¢ela TLC chromatogramu, jsou charakterizovany
nizs$i stfedni molekulovou hmotnosti a niz§im stupném aromaticity. Pii pohledu na tuzké
rozpéti hodnot absorpénich koeficientlh Eo/E3 (2,14-3,83) a E2/E4 (3,49-7,67) mizeme rovnéz

cvwvr

jednotek spoluvytvarejicich supramolekuly, ze vSech z alginitu izolovanych HL.

Tab. 6: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientit pro organické frakce HU

Organicka frakce Absorp¢éni koeficienty

HU E2/E3 E2/E4 Eet/Ep;
HUELI 3,83 7,67 0,40
HUE2 2,75 5,50 0,41
HUE3 2,55 4,67 0,44
HUE4 2,36 4,73 0,50
HUE5 2,14 3,49 0,60
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4.9 Fluorescen¢ni spektrometrie TLC frakei HL

Excitacné-emisni spektra jednotlivych TLC frakei vzorku HK jsou zobrazena na Obr. 13.
V Tab. 7 jsou pak uvedeny piesné hodnoty excitatnich a emisnich vlnovych délek pro
jednotlivé fluorescenni domény ziskané z EEM spekter frakei HK. Fluorescencni maxima
byla lokalizovana v UV oblasti excitacnich vinovych délek (tj. UVA, UVB a UVC oblast
spektra) v rozmezi 240-390 nm. U emisnich vlnovych délek byla fluorescenéni maxima
pfitomna v oblasti 300-510 nm. V EEM spektru si také miizeme vSimnout Rayleighova
rozptylu prvniho a druhého fadu, ktery se zde objevuje ve formé¢ dvou diagonalnich c¢ar. Jak je
ziejmé z Obr. 13, organické frakce HK, analyzované v této praci, vykazuji typicka
fluorescenéni maxima HL a DOM izolovanych z kaustobiolitii. V EEM spekter vSech frakci
HK si miZzeme vSimnout fluorescenéniho maxima v oblasti vinovych délek
240-260/400—480 nm (Aex/Aem), které je tradicné pftipisovano fluoroforu A (fulvic-like).
Z naméfenych vysledkli vyplyva, Ze srostouci eluéni rychlosti na TLC chromatogramu
dochazi v ptipadé¢ téchto fluorofori k cervenému posunu fluorescenéniho maxima
tzn. red-shift. Tento bathochromni posun muze byt zptsoben vyssi pfitomnosti aromatickych
struktur, které jsou substituovany elektron-donornimi substituenty, zejména substituenty
obsahujici karbonylové, hydroxylové a alkoxylové funkéni skupiny.

Dale mizeme ve vSech EEM spektrech frakci HK vyjma vzorku HKE6 zpozorovat tfi
izolované¢ fluorescencni domény, které byly lokalizovany v oblasti  humic-like
(300—400/400-500 nm) (Aex/Aem). Tyto méné intenzivni fluorescencni maxima byla oznacena
C1 (290-300/410-445 nm), C2 (330-350/410—470 nm) a C3(350-390/415-510 nm)
(Aex/Aem). Jelikoz byly HL izolovany z alginitu, ktery vznikl postupnou sedimentaci
odumfelych kolonii fas (algae), 1ze fluorofor C7 (290-300/410—445 nm) (Aex/Aem) povaZovat
za marine-like. Tento fluorescencni pik je mnohymi autory povazovan typické fluorescencni
maximum HK izolovanych z pobfeznich a moiskych sedimentti. Obecné¢ krat$i hodnoty
emisnich vlnovych délek u fluorofori 4 a C/ mohou byt spojeny s nizkomolekularnimi
slozkami nebo s jednoduchymi aromatickymi strukturami, které obsahuji 1-3 benzenova
jadra. Podle nékterych autort [92] 1ze oblast 4 ptipsat nejen aromatickym systémiim, ale také
lipidim, jako jsou napiiklad steroidy. Naproti tomu fluorofory C2 a C3, které jsou
lokalizovany pii vys$Sich vlnovych délkdch emise (nad 430 nm), budou pravdépodobné
spojeny s aromatickymi strukturami se tfemi a/nebo Ctyfmi benzenovymi jadry. Na zakladé
ziskanych vysledki mizeme také konstatovat, ze frakce HKEG6, kterd je charakterizovana
niz§im obsahem rozli¢nych fluorescencnich domén, je v porovnani s ostatnimi organickymi
frakcemi HK charakterizovana nizs$i “molekularni” heterogenitou. Rovnéz si miizeme
v ptipadé frakci HKE2 a HKE3 povSimnout nizkych hodnot /r (CPS) a také absorpcnich
koeficientii Eo/E3 a Eo/E4 (Tab. 4), které charakterizuji tyto dvé frakce vysokou molekulovou
hmotnosti.

V EEM spektru vSech organickych frakci HK byla déle lokalizovana fluorescencni
maxima ne-huminového — mikrobidlniho ptvodu. Tato fluorescen¢ni maxima byla
lokalizovédna v tzv. oblasti H (250-320/300—-380 nm) (Aex/Aem), kterd je tradiéné piisuzovana
vedlejSim produktim rozpustnych slouc¢enin mikrobidlniho pivodu. Tato oblast je také podle
studie Doskocila a spol. [92] charakterizovana vyskytem jednoduchych aromatickych
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struktur, které¢ jsou substituovany elektron-donornimi skupinami jako jsou alkylové nebo
methoxylové skupiny. Jak miizeme vidét na Obr. 13 a v Tab. 7, v EEM spektrech byly
v oblasti H lokalizovany i konkrétni fluorofory, které¢ jsou produkovany na zakladé¢ biologické
aktivity mikroorganismi, jez maji svij pivod v latkach, jako jsou aminokyseliny tyrosin
a tryptofan. V ptipad¢ frakci HKE1, HKE3, HKE4 a HKE6 bylo pozorovano fluorescencni
maximum v oblasti 250-285/310-325 nm (Aex/Aem), které odpovidé fluoroforu B (tyrosin-
like). U frakce HKE2 bylo maximum lokalizovano v oblasti vysSich vinovych délek emise
tzn. 300/340 nm (Aex/Aem), z Cehoz lze usuzovat, ze se jednd o fluorofor T (tryptofan-like).
Ostatni fluorescenéni maxima vyskytujici se voblasti H pak odpovidaji blize
nespecifikovanym fluoroforiim produkovanym na zdkladé¢ mikrobidlni aktivity v prub¢hu
humifika¢niho procesu [32; 89; 92; 93; 94, 95].
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Obr. 13: Excitacne-emisni (EEM) spektra TLC frakci izolované HK
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Tab. 7: Lokalizace excitacné-emisnich délek jednotlivych fluoroforii u organickych frakci HK

Oblast fluorescen¢niho maxima

A C H
Organicka
Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
HKE1 250/430 290/415 335/430 360/450 285/325
260/320
HKE2 260/445 295/425 335/440 360/450 300/340

HKE3 260/450 300/415 340/435 360/455 250/325
270/310
HKE4 260/450 300/430 335/430 355/445 270/310

HKES 250/430 300/420 340/440 355/455

HKE6 250/400 335/440 370/470 285/325

EEM spektra organickych frakci FK jsou zobrazena na Obr. 14 a jednotlivé hodnoty
excitaéné-emisnich délek fluorescencnich maxim ziskanych z téchto spekter jsou zobrazeny
vTab. 8 V EEM spektrech vSech frakci FK mulzeme zpozorovat fluorescencni
maximum A4 (fulvic-like),  kter¢  bylo lokalizovano  voblasti  vlnovych  délek
240-280/405—470 nm (Aex/Aem). Podobné jako u frakci HK (viz Obr. 13) si mizeme v§imnout,
ze srostouci elucni rychlosti na TLC chromatogramu dochazelo v ptipadé fluorofort A
k bathochromnimu posunu fluorescencniho maxima (red-shift). Obecné delsi emisni vinové
délky mohou naznacovat piitomnost aromatickych struktur, které jsou substituovany elektron-
donornimi substituenty. Spolu s vysledky z UV/Vis spektrometrie resp. hodnotou koeficientu
Ee1/Eg; (viz Tab. 5) lze ptedpokladat, Zze frakce FKE1 obsahuje aromaticka jadra, kterd jsou
siln¢ substituovana karbonyl obsahujicimi funkénimi skupinami, jakoz i -OCH3, —OH, -NHo.
Naproti tomu nizka intenzita fluoroforu 4 u frakce FKE6 znamena, ze je tato frakce
charakterizovana vysSim obsahem kondenzovanych aromatickych struktur.

Dale byl v EEM spektrech vSech frakei, kromé frakce FKE1, lokalizovana fluorescenéni
maxima v oblasti humic-like (290-360/405—470 nm) (Aex/Aem). U frakce FKE1 byly v této
oblasti pozorovany pouze nevyraznd raménka bez zjevného maxima. Fluorescenéni maxima
humic-like u ostatnich frakci byla opétovné oznacena jako CI (290-315/405-460 nm),
C2 (330-340/415-470 nm) a C3 (350-355/415-460) (Aex/Aem). Vzhledem k nizkym vinovym
délkam excitace mizeme doménu CI opét oznacCit jako marine-like. Tento fluorofor je
tradiéné lokalizovan v oblasti 290-310/370-410 nm (Aex/Aem) @ je povazovan za prekurzor
terestrialniho fluoroforu C (humic-like). Z vysledkti uvedenych v Tab. 8 lze jako v piipadé
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frakei HK predpokladat, ze fluorofory 4 a CI jsou vzhledem ke svym nizkym vlnovym
délkam emise tvofeny nizkomolekuldrnimi slozkami ¢i jednoduchymi aromatickymi
strukturami obsahujici 1-3 benzenova jadra na konstituéni jednotku. Oblast A (fulvic-like)
muze byt rovnéz piipisovana také lipidim, jako jsou napftiklad steroidy. Naopak fluorofory
C2 a C3, které se vyskytuji pii vinovych délkach emise vysSich nez 430 nm, jsou s velkou
pravdépodobnosti spojeny s aromatickymi strukturami se tfemi a/nebo Ctyfmi benzenovymi
jadry. Dale si nelze nevSimnout, ze vSechny tfi humic-like fluorofory (C/-C3) byly ptitomny
pouze v piipad¢ frakci FKES a FKE6, z ¢ehoz lze usuzovat, ze pravé tyto dvé frakce byly
v porovndni s ostatnimi frakcemi charakterizovany vys$$i “molekularni” heterogenitou.
V EEM spektrech mizeme u organickych frakci FKE3 a FKE4 také zpozorovat vysoké
hodnoty Ir (CPS), které svédci o nizké molekulové hmotnosti téchto frakci. Tyto vysledky
jsou v dobré shod¢ s absorpénimi koeficienty Eo/E3 a Eo/Ea4, které jsou uvedeny v Tab. 5.

V EEM spektrech vSech frakci FK byly také pfitomny fluorofory proteinového
(mikrobialniho) charakteru. Tyto ne-huminové fluorofory byly, jako v piipadé¢ frakci HK,
lokalizovany v oblasti H (250-320/300-380 nm) (Aex/Aem), kterd je pfipisovana vedlejSim
produktiim rozpustnych sloucenin mikrobialniho ptivodu. Oblast H je navic, jak jiz bylo
zminéno dfive, charakterizovana vyskytem jednoduchych aromatickych struktur, jez jsou
substituovany elektron-donornimi skupinami, tj, methoxylovymi a alkoxylovymi skupinami.
V ptipad¢ frakci FKE1 a FKE6 bylo v této oblasti lokalizovano fluorescenéni maximum
B (tyrosin-like) pii vinovych délkach 270/290-315 nm (Aex/Aem). U ostatnich TLC frakei FK
byly v oblasti H pozoroviany pouze nevyrazna raménka bez zjevného fluorescencniho
maxima. Tato raménka odpovidaji s nejvétsi pravdépodobnosti blize nespecifikovanym
fluoroforim, které jsou produkovany na =zakladé mikrobidlni aktivity v pribchu
humifika¢niho procesu. Mlizeme si také povSimnout, Ze ve frakcich FK nebyla v porovnani
s frakcemi HK pfitomna fluorescencni doména tryptofan-like [32; 89; 92; 93; 94; 95].
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Obr. 14: Excitacné-emisni (EEM) spektra TLC frakci izolované FK
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Tab. 8: Lokalizace excitacné-emisnich délek jednotlivych fluoroforii u organickych frakci FK

Oblast fluorescen¢niho maxima

A C H
Organicka
frakce FK C1 C2 C3 B
Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
FKE1 260/460 270/315

FKE2 255/450 310/435 340/440

FKE3 255/445 300/425

FKE4 250/425 300/420

FKES5 240/420 300/415 330/425 355/430

FKE6 245/425 300/420 335/430 350/440 270/290

260/420

Excitacné-emisni spektra organickych frakci HU jsou zobrazena na Obr. 15. V Tab. 9 jsou

poté opét uvedeny presné hodnoty excitacnich a emisnich vinovych délek pro jednotliva
fluorescencni maxima ziskana z EEM spekter frakci HU. Uz pii prvnim pohledu na EEM
spektra téchto frakci mlUzeme vidét, Zze jsou v nich majoritné zastoupeny fluorofory ne-
huminového charakteru. Jinymi slovy jde o fluorofory, které jsou produkovany na zaklade
biologické aktivity —mikroorganismti, jez maji puavod v latkdch, jako jsou
aminokyseliny tyrosin a tryptofan. V pfipadé¢ frakci HUEI-HUE3 je voblasti H
(250-320/300-380 nm) (Aex/Aem) lokalizovano fluorescencni maximum pii
240-265/300-320 nm  (Aex/Aem), které lze piipsat fluoroforu B (¢yrosin-like). Muzeme také
ptedpokladat, ze v ptipadé méfeni EEM spekter od excitaéni vinové délky 200 nm by u vSech
frakci HU bylo mozné lokalizovat zjevné fluorofory v oblasti mikrobiadlné derivovanych
sloucenin.

Dale si pii pohledu na jednotlivd EEM spektra frakci HU mizeme povS§imnout, ze u vSech
frakei bylo lokalizovano fluorescenéni maximum CI v oblasti humic-like. Vzhledem
k nizkym excitatnim a emisnim vlnovym délkam 290-310/390—430 nm (Aex/Aem) j€ mozné
toto maximum piipsat fluoroforu M (marine-like), tedy fluoroforu, ktery je pokladan
za typické fluorescencni maximum HL izolovanych z pobfeznich a moiskych sedimentt.
Pouze v ptfipadé vzorku HUES, ktery byl eluovan nejpomaleji resp. jeho pozice byla
v blizkosti naneseni vzorku (startu), byl v oblasti 325/430 nm (Aex/Aem) lokalizovan fluorofor
C2 (humic-like). Z vysledki je tedy zfejmé, Ze s rostouci elucni rychlosti bylo zastoupeni
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huminovych fluorofort u jednotlivych frakei nizsi, naopak ale nartstalo zastoupeni fluorofort
mikrobidlniho (proteinového) plivodu. To ostatné mizeme vidét 1 na TLC diagramu HU
na Obr. 21, kde u frakce HUE1 dochazi k nejvétsi emisi zafeni z diivodu pfitomnosti
sloucenin proteinového plivodu. Tento zavér muze souviset také se strukturou silikagelu,
na ktery byl vzorek HU nanaSen. Vzhledem k velkému zastoupeni —OH funk¢nich skupin se
totiz zadrzuji na TLC desticce nejprve frakce obsahujici fluorofor humic-like, ktery ma vyssi
obsah kyselych funkcnich skupin a je tedy charakterizovan vyssi afinitou k silikagelu. Tento
vysledek je v dobré shod¢ s absorpcnimi koeficienty Eg1/Ep, ziskanymi pomoci UV/Vis
spektrometrie (viz Tab. 6) [32; 89; 92; 93; 94; 95].
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Obr. 15: Excitacné-emisni (EEM) spektra TLC frakci izolovaneho HU
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Tab. 9: Lokalizace excitacné-emisnich délek jednotlivych fluoroforii u organickych frakci HU

Oblast fluorescen¢niho maxima

L, C H
Organicka
frakce HU C1 C2 B
Ex/Em (nm) Ex/Em (nm) Ex/Em (nm)
HUEL1 295/405 260/320
HUE2 290/410 260/315
HUE3 295/405 265/305
HUE4 300/410
HUES 290/370 325/430

295/405




5 ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na detailni charakterizaci struktury HL, pfedevSim
na jednotlivé frakce HK, FK a HU, které byly frakcionovany pomoci metody chromatografie
na tenké vrstvé (TLC). Vzorky HL pouzité v této praci byly izolovany ze vzorku slovenského
alginitu na zaklad¢ postupu mezindrodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS).
Fyzikalné-chemicka charakterizace byla provedena nejprve u pivodniho vzorku alginitu
za vyuziti elementarni analyzy (EA), termogravimetrie (TGA) a infradervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR). HL, ziskané z alginitu, byly nasledné¢ charakterizovany
metodami elementarni analyzy (EA), termogravimetrie (TGA), infratervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR), molekulové absorpéni spektrometrie (UV/Vis)
a fluorescencni spektrometrie v ustaleném stavu. Po frakcionaci metodou TLC byly jednotlivé
frakce HK, FK aHU dale charakterizovany pomoci metod molekulové absorpcni
spektrometrie (UV/Vis) a fluorescen¢ni spektrometrie v ustaleném stavu.

Elementarni analyza alginitu potvrdila, Ze je tato piirodni matrice tvofena pievazné
uhlikem, vodikem, kyslikem a minoritné dusikem. Z atomovych poméri H/C a O/C poté
vyplyvalo, ze je vzorek charakterizovdn zna¢nou mirou hydrogenace a také velkym
zastoupenim strukturnich jednotek, které jsou substituovany kyslik obsahujicimi funkénimi
skupinami, jako jsou karboxylové, fenolické ¢i alkoxylové. Pomoci termogravimetrické
analyzy a infraCervené spektrometrie alginitu bylo dale zjisténo, Ze je vzorek silné
mineralizovan anorganickymi slou¢eninami, jako jsou kaolinit, illit ¢i montmorillonit. Alginit
dale obsahoval 30,71 hm % celkové organické hmoty, z toho vSak pouze 0,30 hm % tvortily
HL. Vzhledem k ptivodu alginitu je mozné ptedpokladat, Ze jeho organicka hmota je
majoritné tvofena kerogenem typu Il, ktery je soucasti fas (algae).

Elementarni analyza izolovanych HL potvrdila, ze jsou tyto vzorky tvofeny uhlikem,
vodikem, kyslikem a v malém mnozstvi i dusikem. U vzorkii HK a FK byla rovnéz
v minimalnim mnozstvi zastoupena sira. Celkové lze z vysledkli konstatovat, ze vzorky HL
vykazuji typické prvkové slozeni HL izolovanych zdnovych sedimenti. Z atomovych
poméra bylo poté prokazano, ze vzorek FK byl, v porovnani s HK a HU, charakterizovan
vy$$i mirou dehydrogenace a také vysSSim obsahem kyselych funk¢nich skupin
tj. karboxylovych a fenolickych. Pomoci metody UV/Vis spektrometrie byl naopak vzorek
HK charakterizovan vys$Sim stupném humifikace, vyS$Sim stupném aromaticity a rovnéz vétsi
sttedni molekulovou hmotnosti. TGA analyza dale odhalila nizs§i obsah popela u izolované
tomu obsah popela u vzorku FK dosahoval témet 26 hm. %. Vyssi obsah popela ve vzorku FK
byl pravdépodobné¢ zptsoben vynechanim purifikace izolovanych FK za pouziti smési HCI a HF.
U vzorku HU byl obsah popela nejvyssi (~ 55 hm %), coz vSak lze povazovat za pomérné
ocekavany vysledek iztoho divodu, Ze se v infracerveném spektru tohoto vzorku projevily
absorp¢ni pasy charakteristické pro jilové mineraly, jako jsou kaolinit a montmorillonit. Cenné
informace byly ziskany také diky vysledkim fluorescencni spektrometrie, které
charakterizovaly vzorek FK vét§im mnoZzstvim hydroxylovych, alkoholovych a karbonyl
obsahujicich funk¢nich skupin (-COOH a-NH-CO-). Vzorek HK byl naproti tomu
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charakterizovan vyS$im stupném kondenzace aromatického jadra a také vySSim obsahem
strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb.

Z vysledkti UV/Vis spektrometrie organickych frakci HL je ziejmé, Ze jednotlivé vzorky
HL vykazovaly zcela odliSnou afinitu ke stacionarni fazi, tj. silikagelu. U izolované¢ HK se
postupné s rychlosti eluce zvySovala molekulovd hmotnost a stupeil aromaticity az
do samotného stiedu TLC chromatogramu, kde tyto hodnoty byly nejvyssi (HKE3, HKE4).
Od sttedu chromatogramu poté u frakci HK nasledoval pokles téchto charakteristickych
vlastnosti. Naproti tomu u vzorku FK klesala molekulovd hmotnost i stupeil aromaticity az
do stfedu TLC chromatogramu (FKE3, FKE4), odkud poté nasledoval nartst téchto vlastnosti
az do ukonCeni TLC zaznamu. U frakci HU byl zaznamenan pokles stupné aromaticity
a molekulové hmotnosti se zvysujici se elucni rychlosti. Rovnéz Ize konstatovat, ze frakce FK
byly charakterizovany velmi uzkou distribuci stfedni molekulové hmotnosti. Dale byl u frakci
FK pozorovan se zvySujici se rychlosti eluce nartst aromatickych struktur substituovanych
polarnimi skupinami, zatimco u frakci HU byly frakce s nejdel$i vzdalenosti od startu TLC
chromatogramu charakterizovany vyS$§i substituci aromatickych struktur nepoldrnimi
skupinami. U vzorku HK byly nizkou polaritou charakterizovany frakce na obou koncich
TLC zaznamu, tedy HKE1 a HKE®6.

Béhem méfeni fluorescencnich spekter vykazovaly vSechny studované vzorky odpovidajici
fluorescencni maxima HL izolovanych z terestridlnich pfirodnich matric. Na zdklad¢
namétenych vysledkt bylo u HK a FK zjisténo, Ze s rostouci elu¢ni rychlosti na TLC desticce
dochazi v ptipad¢ fluorofortt 4 (fulvic-like) k vyraznému cervenému posunu (red-shift)
fluorescencniho maxima. Tento posun je pravdépodobné zptisoben piitomnosti aromatickych
struktur, které jsou substituovany elektron-donornimi substituenty, zejména substituenty
obsahujici karbonylové, hydroxylové a alkoxylové funkéni skupiny. V ptipadé¢ vzorku HU
bylo rovnéz zjisténo, Ze nejvyssi afinitu k silikagelu vykazovaly fluorescencni domény Aumic-
like, které byly bohat€ substituovany reaktivnimi funkénimi skupinami, jako jsou karboxylové
(~COOQOH) a fenolické resp. alkoholové (—OH). Dale byl v oblasti Aumic-like u vSech frakci
lokalizovan fluorofor M (marine-like), ktery je typickym fluoroforem HL pochazejicich
z pobieznich a motskych sedimentd, a ktery jen potvrzuje vznik alginitu postupnou
sedimentaci odumfelych kolonii fas (algae). U jednotlivych frakci HL byly kromé
huminovych fluoroforti pozorovany také fluorofory mikrobidlniho (proteinového) ptivodu.
Ptitomnost téchto fluorofort koreluje s vysledky zUV/Vis spektrometrie, konkrétné
s vyskytem aromatickych struktur, které jsou substituovany semipolarnimi skupinami
(koeficient Egr/Ep;). Tento vysledek Ize vysvétlit tim, ze fluorofory ne-huminového
charakteru jsou produkovany na zaklad¢ biologické aktivity mikroorganismu, jez maji ptivod
v latkach, jako jsou aminokyseliny tyrosin a tryptofan, které obsahuji ve své struktufe méné
polarni aminovou skupinu v porovnani se silné hydrofilnimi skupinami -COOH, —OH apod.

Vysledky této diplomové prace ukazaly, ze metoda chromatografie na tenké vrstvé je
velmi vhodna pro frakcionaci, separaci a vizualizaci komplexnich biomolekul, jako je
pfirodni organicka hmota resp. huminové latky. Pouziti metody TLC chromatografie v této
diplomové praci vedlo k vyraznému snizeni molekuldrni heterogenity studovanych HL,
jejichz struktura a vlastnosti mohly byt diky tomu detailné studovany.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DOM
DOSY
DRIFT
EA
EEM
FK
FKE
FTIR
GC
HK
HKE
HL
HU
HUE
IHSS
OM
PCB
POM
PVC
SOM
TGA
TLC
UV/Vis

rozpus§téna organickd hmota (Dissolved Organic Matter)
Diffusion Ordered Spectroscopy

difuzni reflektance

elementérni analyza

excitaéné-emisni matice (spektra)

fulvinova kyselina

frakce fulvinové kyseliny

infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
plynové chromatografie

huminova kyselina

frakce huminové kyseliny

huminové latky

humin

frakce huminu

mezinarodni spole¢nost pro vyzkum huminovych latek
organicka hmota

polychlorované bifenyly

Casticova organickd hmota

polyvinylchlorid

pldni organicka hmota

termogravimetrickd analyza

chromatografie na tenké vrstvé

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zéafeni
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8 PRILOHY

Obr. 16: Vzorky vysrazenych HK (vievo) a jejich nasledna dialyza proti deionizované vode (vpravo)

Obr. 17: Adsorpce FK na pryskyrici DAX-8 (vlevo); zpétna protonace roztoku FK pomoci pryskyrice
Amberlite (vpravo)
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Obr. 18: Izolované vzorky FK (vievo) a HK (vpravo) po lyofilizaci

Obr. 19: TLC chromatogram vzorku HK p7i dennim svétle (vlevo) a pod UV zdrenim v pozorovaci

komore (vpravo)
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Obr. 20: TLC chromatogram vzorku FK pri dennim svétle (vlevo) a pod UV zdrenim v pozorovaci

komore (vpravo)

Obr. 21: TLC chromatogram vzorku HU pri dennim svétle (vievo) a pod UV zarenim v pozorovaci

komore (vpravo)
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Tab. 10: Retardacni faktory organickych frakci HK

Organicka frakce

HK HKE6 HKE5 HKE4 HKE3 HKE2  HKEI1
Rt 0,13 0,24 0,42 0,74 0,86 1,00
Tab. 11: Retardacni faktory organickych frakci FK
Organicka frak
rgam;; ra%¢®  FKE6 FKES FKE4 FKE3 FKE2  FKEIl
Rt 0,19 0,28 0,55 0,64 0,77 1,00
Tab. 12: Retardacni faktory organickych frakci HU
Orga“';kg frakee  Hugs HUE4 HUE3 HUE2 HUE1
R¢ 0,14 0,51 0,63 0,77 1,00
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Obr. 22: UV/Vis spektra TLC frakci HK izolované z alginitu
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Obr. 23: UV/Vis spektra TLC frakci FK izolované z alginitu
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Obr. 24: UV/Vis spektra TLC frakci HU izolovaného z alginitu
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