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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti
organickych frakci huminovych latek, které byly ziskany pomoci metody chromatografie na
tenké vrstvé. Prislu§né vzorky huminovych latek byly v této praci izolovany ze vzorku
slovenského alginitu na zakladé postupu mezindrodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych
latek (IHSS). K charakterizaci izolovanych vzorkii huminovych latek byly vybrany
nasledujici analytické techniky: termogravimetrickd a elementarni analyza, molekulova
absorpcni spektrometrie (UV/Vis), infraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci
(FTIR) a ustalend fluorescencni spektrometrie (steady-state). Jednotlivé organické frakce
huminovych latek byly charakterizovany pomoci metod molekulové absorpcni spektrometrie
(UV/Vis) austalené fluorescencni 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 jadre, vysSim stupném aromaticity a rovnéz vys§i molekulovou hmotnosti.
Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat postup frakcionace organické
hmoty za ucelem detailniho porozumeéni struktury a vlastnosti huminovych latek, které byly
izolovany ze sedimentarni horniny alginitu. Na zékladé toho byla zhodnocena prakticka
vyuzitelnost metody tenkovrstvé chromatografie k vyznamnému snizeni 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

Pudni organicka hmota (SOM) je ¢ast pudy, ktera se sklada z rostlinné nebo zivocisné tkané
v ruznych stadiich a stupnich rozkladu, které spoluvytvareji tzv. puadni nekroedafon.
Organicka hmota je tvofena z riznych slozek, které 1ze rozdélit do tfi hlavnich typt. Prvni typ
tvoti mikrobialni biomasa a zbytky odumfelych tél rostlin. Druhym typem SOM je aktivni
pudni organicka hmota, oznaCovana jako detrit. Tyto dva typy organickych latek pfispivaji
k urodnosti pudy, jelikoz dekompozici téchto frakci dochazi k uvolfiovani rostlinnych zivin,
jako jsou dusik, fosfor nebo draslik. Poslednim typem je stabilni ptidni organicka hmota, Casto
oznacovana jako humus, ktera se tvoii z rozlozenych rostlinnych a zivoc¢i§nych tkani. Frakce
humusu je dalezita, jelikoz prispiva k drobtovité struktuife pudy a kationtové vymeénné
kapacité jejich Castic. Je také frakci, ktera urCuje tmavou barvu pudy. Pfitomnost stabilni
SOM s sebou pfinasi také celou fadu fyzikalnich, chemickych a biologickych vyhod. Diky jeji
pfitomnosti se zvySuje stabilita padniho agregatu, zlepSuje se infiltrace vody
a provzdusnovani puady. Dale se snizuje lepivost jilovitych pud a usnadiuje se tak jejich
obdélavani. Mezi dualezité chemické vlastnosti humusu pak patii schopnost odolavat zménam
pH, urychlovat rozklad ptidnich minerali a zpiistupiiovat ziviny v mineralech (Ca®", Mg**,
K"), které jsou nasledné transportovany k rostlinam. Humus také poskytuje potravu Zivym
organismim v pude€ a zvySuje mikrobialni biologickou rozmanitost a aktivitu, ¢imz napomaha
pii potlaceni negativnich vlivi, které jsou v dnesni dobé predevs§im spjaty s antropogenni
¢innosti ¢lovéka [1; 2].

Huminové latky (HL) jsou nedilnou soucasti stabilni pidni organické hmoty. Predstavu;i
heterogenni smés prirozené se vyskytujicich organickych latek. Tyto slouCeniny jsou
v piirod€ vSudypfitomné a vznikaji mikrobialni degradaci odumftelé rostlinné hmoty, jako je
lignin a jinych biopolymernich latek. Tento proces samovolné pfemény védci ¢asto uvadéji
pod nazvem humifikace [3]. HL jsou po procesu humifikace velmi odolné vaci dalsi
biodegradaci. Pfesné vlastnosti a struktura daného vzorku HL zavisi na zdroji pfirodni matrice
a na konkrétnich podminkach geneze, pti kterych jsou tyto biokoloidni latky syntetizovany.
Frakcionace téchto latek muze byt pak pouzita kizolaci strukturné jednodusSich resp.
homogennéjSich frakci HL. Tento pfistup se zda byt vhodnym k podrobnéjsi interpretaci
jejich slozité struktury a v neposledni fadé 1k pochopeni jejich unikatnich fyzikalné-
chemickych vlastnosti [4].

Cilem této prace bylo izolovat HL ze vzorku slovenského alginitu pomoci standardni
metody navrzené mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS). Dale bylo
potfeba navrhnout a realizovat metodu frakcionace organické hmoty z izolovanych vzorkd HL
s vyuzitim chromatografie na tenké vrstvé (TLC), ktera by mohla byt napomocna k objasnéni
a ziskani informaci o struktufe, a také k predikci jednotlivych stavebnich kamend téchto
biokoloidnich latek. Poslednim tkolem pak bylo zhodnotit praktickou vyuzitelnost metody
tenkovrstvé chromatografie pro frakcionaci slozitych organickych systému.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vznik alginitu

Alginit je komplexni pidni agregat fosilni biomasy na bazi fas, jilovitého sopecného popela
a uhli¢itanu vapenatého. Spolu s amorfni organickou hmotou byva soucasti nékterych typua
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.

Vznik alginitu byl zapfi€inén tzv. bazaltovym vulkanismem, kdy se v sope¢nych kraterech
vytvoril kruhovy val z tufového materialu, ktery se po ukonceni sopecné aktivity prestal dale
roz§ifovat 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 mineralnich zivin (fosfor, draslik, hoi¢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 ruzné stopové prvky splavené spolu sjilem ztufového tvalu. Vznikla usazena
hornina dostala nazev alginit praveé diky vysokému obsahu odumfelych fas (fasy = algae) [6;
7].

2.2 Slozeni alginitu

Alginit ma polymineralni charakter, ze kterého logicky vyplyva jeho chemické slozeni a také
jeho sorpCni vlastnosti. Dominantni zastoupeni v alginitu ma smektit s obsahem molekularni
vody. Smektit patii do skupiny vrstevnatych silikati a jeho zastoupeni v alginitu muze byt
az 60 hm. %. Déle byl v alginitu potvrzen vyskyt kiemene a zivce, které maji zastoupeni
piiblizné 10-15 hm. %. V alginitu jsou pfitomny také —OH skupiny jilovych mineralq,
zejména pak illitu. Prave illit spolecné se smektitem, kaolinitem a organickou hmotou jsou
schopny eliminovat rizikové prvky v ptidach. Alginit je také tvofen kalcitem, se zastoupenim
zhruba 12 hm. %, a vapencem, jenz tvoii pfiblizn€ 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 (SiO;) a hlinitého (Al.03) je
velmi vyznamné pro technologie vyroby silikati. Na zakladé namétrenych hodnot pH se
alginit fadi mezi neutralni latky s pomémné vysokym obsahem humusu. Co se ty¢e biogennich
prvki, jsou v této horning ptitomny N (NOy"), P (P.0s), Na*, K*, Ca?* (Ca0), Mg** (MgO)
a SO4*". Ze stopovych prvkd lze v alginitu nalézt Mn?* (MnO), Cu?**, B¥* Mo*" aZn*
a z rizikovych prvkd se zde v malé mife vyskytuji As®*, Cd**, Pb**, Hg?" a Cr’". Materiél je
tedy charakterizovan vyvazenym pomérem biogennich a stopovych prvkd a velmi nizkym
obsahem rizikovych prvkd a tézkych kovad. Diky tomu je alginit hojné vyuzivan
v zemédélském agrochemickém primyslu pii dekontaminaci pud a upravé jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Alginit, jenz je aplikovan do pady, je schopen zlepsit jeji drobtovitou
strukturu a pomaha navic pii regeneraci pudni organické hmoty. Je to slibny material, ktery
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dokaze kultivovat pudu bez nepfiznivych ucinkti. Kromé pouziti alginitu jako pudniho
kondicionéru je také mozné pouzit huminové kyseliny, izolované z alginitu, ke stabilizaci
prospésnych mikroorganismt, Ci jako stimulanty pro prospésné bakterie. Tento netoxicky
material se vyskytuje v jizni ¢asti Slovenska, a také ve vychodni casti Mad’arska [9].

2.3 Huminové latky

Huminové latky jsou pfiirodni organické slouceniny, které vznikly chemickym a biologickym
rozkladem organické hmoty a syntetickou Cinnosti mikroorganismu. Protoze jsou hlavni
slozkou padniho 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 vodeé [10].
Mnozstvi huminovych latek v padeé ovliviiuje odlisné podnebi a stim souvisejici vlhkost
pudy. Tyto latky jsou pfitomny v nizinnych i horskych pudach, v tropickych i chladnych
arktickych podnebi a mohou byt jak ve vlhkych, tak i v suchych ptdach. Znamé svym
vysokym obsahem organické hmoty jsou mollisoly, pudy pod travnatou vegetaci polovlihkych
oblasti [11; 12]. Obsah huminovych latek v pfirodnich matricich kolisa od stopovych
mnozstvi (pisky, jily), pres jednotky procent (b&€zné zeminy) az k desitkam procent (hnédé
uhli, lignit). Mimoradné vysoky obsah pak vykazuje napf. raselina, ve které miize byt obsah
huminovych latek 80 hm. % a vice [13].

Huminové latky jsou tmavé zbarvené, kyselé, prevazné 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 funk¢nich skupinach. Déle se v huminovych latkach vyskytuje
také sira a dusik, které vSak nejsou tolik vyznamné. Huminové latky maji velmi slozitou
strukturu, kterd dosud nebyla presné objasnéna 1 pfesto, ze jsou tyto latky predmétem
zkoumani uz vice nez 100 let. Dulezitou vlastnosti huminovych latek je jejich schopnost tvofit
ve vodé rozpustné i1 nerozpustné komplexy s kovovymi ionty, a také interagovat s jilovymi
materialy a organickymi slouceninami jako jsou alkany, mastné kyseliny, dialkylftalaty ci
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 ob¢as zafazuji 1 hymatomelanové
kyseliny (HY), coz jsou frakce huminovych kyselin. Tyto slozky se od sebe li§i chemickou
strukturou, molekulovou hmotnosti a svou rozpustnosti v zasadach a kyselinach [10; 13; 12].
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Obr. 1: Fyzikalné-chemické viastmosti huminovych latek a jejich rozdéleni [15]

Fulvinové kyseliny jsou skupinou huminovych latek, které jsou rozpustné v zasadach,
kyselinach i1 ve vodé. Predpoklada se, ze jde o koloidni polydispergované latky, které maji
Zlutou az zlutohnédou barvu. Ze vSech tii hlavnich typt huminovych latek maji fulvinové
kyseliny nejnizsi molekulovou hmotnost, kterd se uvadi v rozmezi od 175 do 3570 Da. Tyto
latky vykazuji hydrofilni chovani a jsou kyselé povahy. Je to ztoho divodu, ze fulvinové
kyseliny obsahuji vét§i pocet funkcnich skupin kyselého charakteru, predev§im skupin
karboxylovych (-COOH), fenolickych (-OH) a karbonylovych (C=0). Fulvinové kyseliny
jsou diky témto kyselym funkénim skupindm povazovany za nejreaktivnéjs$i frakce
huminovych latek ve vodném prostiedi [11; 16].

Huminové kyseliny tvoii nejkvalitn€jsi slozku huminovych latek. Jsou to slouceniny, které
jsou rozpustné v bazickych rozpoustédlech. Narozdil od fulvinovych kyselin jsou vSak
omezené rozpustné ve vodé a nerozpustné za silné kyselych podminek. Jsou to koloidni
polydispergované latky tmavé hnédé az Cerné barvy a jsou, rovnéz jako fulvinové kyseliny,
hydrofilni a kyselé povahy [13]. Tyto slou€eniny maji velkou molekulovou hmotnost, ktera se
pohybuje v rozmezi od nékolika stovek az po tisice Daltond. Tyto latky jsou tvoreny
aromatickym jadrem, které je fenolového ¢i chinonového typu. Na jadro jsou
vazany alifatické fetézce s variabilnim obsahem riznych funkcnich skupin, ze kterych
reaktivitu ovliviiuji nejvice karboxylové (-COOH) a fenolické (—OH) skupiny. Kromé téchto
funkénich 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 dusledku svého chemického slozeni, jsou
huminové kyseliny schopné vazat polarni 1 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 1isi 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 funk¢nich skupinach, u huminovych kyselin je
kyslik predevS§im soucasti esterovych a etherovych funkénich skupin. Fulvinové kyseliny maji
ve své struktute rovnéz vyssi obsah ketonovych C=0 skupin, kdezto u huminovych kyselin se
vyskytuji spiSe chinonové C=0O skupiny [16]. Huminové kyseliny obsahuji také vice
aromatickych struktur, zatimco fulvinové kyseliny maji ve své strukture vice alifatickych
postrannich fetézca a maji tak vice homogenni strukturu [18].
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Dal§im typem huminovych latek jsou hymatomelanové kyseliny (HY). Jedna se o frakci
huminovych kyselin, ktera je rozpustna v alkoholech, a ktera se ziskava pii extrakci huminové
kyseliny za pouziti zdsady. Tato frakce ma svétlej§i barvu nez huminova kyselina (svétle
hnédou) a ma vys§si obsah uhliku, ptiblizné 62 % [12].

Posledni hlavni slozku huminovych latek tvofi 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 kyselindm vice
dehydrované [16]. Tyto latky ziistavaji po extrakci huminovych a fulvinovych kyselin z pidy
jako nerozpustnd 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 autora
[12; 19] je humin smési vysoce kondenzovanych huminovych kyselin, které jsou silné vazané
na jilové mineraly, fungélni melaniny a parafinické slouceniny. Autofi Schnitzer a Khan [20]
zase tvrdi, ze mé& humin chemické slozeni blizké huminové kyselin€, avSak s nizsi
aromaticitou. Predpokladaji, ze to souvisi s alifatickymi polysacharidovymi slozkami
v molekule huminu, které zptusobuji jeho nerozpustnost v alkalickych rozpoustédlech. Vyssi
obsah polysacharidu je podle autort pouzivan 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 aspekti chemie huminovych latek. Existuje nékolik teorii vzniku
téchto sloucenin. Jedna se zejména o degradacni (ligninovou) teorii, syntetickou
(polyfenolovou) teorii a kondenzaéni 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 prevladat ve $patn€ odvodnénych pudach ¢i v bazinach,
zatimco syntéza huminovych latek z polyfenoli mize mit vyznam v nékterych lesnich
pudach. Syntéza humusu kondenzaci cukri a aminli zase muize probihat ¢astéji v povrchovych
ptdach v drsném kontinentalnim podnebi, kde dochazi k Castym a ostrym vykyvim vlhkosti
a teploty [11; 12].

Ligninova (degradacni) teorie

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

Ligninova teorie popisuje vznik huminovych latek mikrobialnim rozkladem odumfielého
rostlinného materialu, kdy z tézko rozlozitelnych latek jako je lignin, kutin nebo melanin
vznikaji vysokomolekularni huminy. Modifikace ligninu zahrnuje ztratu methoxylovych
(-OCHj3) skupin za vzniku o-hydroxyfenoli a oxidaci alifatickych postrannich fetézca
zavzniku karboxylovych (-COOH) skupin. Vzniklé huminy jsou poté oxidaci
transformovany nejprve na huminové kyseliny a poté na fulvinové kyseliny, které mohou
podléhat dal§i dekompozici na jesté mensi molekuly. Pokud degradacni mechanismus dale
pokracuje, jsou huminové latky postupné preménény az na oxid uhli¢ity a vodu [11; 12; 22].
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I ptesto, ze degradace ligninu mikroorganismy neprobihd tak snadno jako u ostatnich
rostlinnych slozek, v pfirodé existuji mechanismy pro jeho uplny aerobni rozklad. Lignin
muze byt zcela degradovan houbami bilé hniloby (lignovornimi), které jsou schopné
produkovat lignolytické enzymy, které oxidativné S§tépi monomery fenylpropanu
na nizkomolekularni produkty jesté pred samotnou syntézou HL. Tyto lignovorni houby se
vSak bézn¢ nenachazeji v sedimentech s wvysokou vlhkosti [12; 21; 23]. Ostatni
mikroorganismy, které jsou piitomny v pudé€, jsou schopny rozlozit lignin jen cCaste¢né.
Pti CasteCném rozkladu dojde sice k poruseni mnoha vazeb biopolymeru, avSak zbytek skeletu
se nerozpada. Na vznikla vazebna mista se mohou poté vazat rizné Casti sloucenin, které se
uvolfiyji z zivného humusu béhem procesu mineralizace [24].

Polyfenolovd (syntetickd) 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 dalezitou roli lignin, jelikoz pravé zng€j se uvoliiuji
fenolické aldehydy a kyseliny, které béhem mikrobialniho napadeni podléhaji enzymatické
pfeméné na chinony, jez poté polymeruji za pfitomnosti ¢i nepfitomnosti aminosloucenin
a dochazi tak ke vzniku huminovych latek.

Druhy mechanismus syntézy huminovych latek je odlisny pouze v tom, ze jsou polyfenoly
syntetizovany mikroorganismy z jinych zdroju nez z ligninu, naptiklad z celuldzy nebo jinych
polysacharida. Pii tomto procesu dochazi k rozkladu celulézy aerobnimi myxobakteriemi
a vzniklé fenoly jsou poté oxidovany na chinony za plsobeni enzymu polyfenoloxidasy.
Chinony nasledné reaguji s dusikatymi slou¢eninami za vzniku huminovych latek.

Mezi dalsi zdroje fenold pak uvadi autofi také rostlinna pletiva, ktera neobsahuji lignin,
napt. mechy a kapradiny. VétSina autorti vSak v soucasnosti upfednostiiuje koncept, podle
kterého huminové latky wvznikaji zchinoni a =zlignini, které byly syntetizovany
mikroorganismy [12; 19; 25].
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Obr. 2: Ligninova a polyfenolova teorie vzniku HL [26]

Kondenzace sacharidit s aminy

Predstavu, ze jsou huminové latky tvoreny ze sacharidi lze spatfit do samotného pocatku
chemie huminovych latek. Podle tohoto konceptu jsou kli¢ovymi slozkami pro syntézu
huminovych latek monosacharidy a aminokyseliny a nejsou zde pfitomny zadné derivaty
ligninu. Redukujici monosacharidy a aminokyseliny, vytvorené jako vedlejsi produkty
mikrobiadlniho metabolismu, se zde podrobuji ne-enzymatické ¢i abiotické polymeraci
za vzniku dusikatych polymert.

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

2.3.3 Molekularni struktura huminovych latek

Pochopeni molekularni struktury huminovych latek je nejdulezitéjsi a zaroven nejobtiznéjsi
oblasti pidni chemie, kterou se jiz nekolik desitek zabyvaji mnohé védecké tymy [17].
Huminové latky jsou polydisperzni polyelektrolyty a jako takové sdileji charakteristicky
vysoky stupen molekularni nepravidelnosti a heterogenity. V dusledku toho neexistuji v pudé
¢i ve vodé zadné dvé identické molekuly huminovych latek, a proto stdle neexistuje zadny
obecny strukturni vzorec pro tyto organickeé 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
disledek polymerniho modelu. Jednim z mnoha strukturnich model huminovych latek je
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Kleinhempeliv model, zobrazeny na Obr. 3, ktery ukazuje teoretickou molekulu pudni
huminové latky adsorbované na povrchu jilové Castice. Na molekule 1ze snadno identifikovat
aromatické struktury, alifatické fetézce, sacharidy, volné radikaly, peptidové vazby
a chinoidni struktury. Kyselou povahu lze podle Kleinhempela pficist velkému mnozstvi
karboxylovych (-COOH) a fenolickych (—OH) funk¢nich skupin, které nejsou v rovnovaze se
zakladnimi funk¢énimi skupinami, jako jsou aminové (-NHz) skupiny [28].
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Obr. 3: Molekuldrni struktura HK podle Kleinhempela (1970) [29]

Polymerni model struktury huminovych ldtek

Za jeden z pavodnich modelt struktury huminovych kyselin byl ozna¢ovan 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 formeé kruht, fetézt a klastri [30]. Na zakladé polymerniho
modelu bylo publikovano nékolik hypotéz o struktufe huminovych kyselin, avSak témto
hypotézam schazi zadouci jednotnost a stale je kolem nich spousta neshod. Mezi nejcCastéji
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 zaklad4 na informacich ziskanych z chemické
degradace fulvinovych kyselin. Autofi zastavaji nazor, ze huminové latky je nutné nejprve
rozdelit na jednotlivé podjednotky, aby bylo nasledné mozné studovat jejich strukturu.
Na degradaci fulvinové kyseliny pouzili autofi ve své studii metody oxidace, redukce,
hydrolyzy a biologické degradace. Na zakladé prevladajicich nalezii benzenovych derivati
Schnitzer aKhan predpokladali, ze je fulvinova kyselina slozena zfenolovych
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. Predpokladali, ze je lignin Stépen degradaci ¢i
rozkladem na jeho zakladni jednotky (tj. monomery koniferylalkoholu nebo guajacylu). Tyto
zakladni jednotky ligninu nejprve podléhaji oxidaci, poté demethylaci na substitutované
polyfenoly a nésledné dalsi oxidaci na chinonové derivaty. Kondenzaci chinonovych skupin
s aminokyselinami a polysacharidy se pak mohou formovat latky podobné huminové
kyseliné. Produkty ligninové degradace byly detekovany pfi hydrolyze huminovych kyselin.
Tato teorie je zndma pod pojmem lignoproteinova teorie [31].

Ar
O OH
T .OH

- \L\r/-" S AN I EOZH T/ T f \I T\\L \[ r
HO ' H Sl XN RN -
,_‘J_,
O
b

Obr. 4: Molekuldrni struktura HK podle Flaiga (1975) [34]

Podle Stevensona (1994) se mohou huminové latky formovat v§emi vyse diskutovanymi
mechanismy. Autor zastava nazor, ze k vytvoreni slozité struktury HL pfisp€ly mechanismy
popsané v lignoproteinové teorii, polyfenolové teorii a v teorii kondenzace cukrii a amind.
Kondenzacni reakce se ucastni velké mnozstvi prekurzortu, které tak mohou vést k rade
kombinaci. Proto Stevenson pro zjednoduseni tohoto slozitého strukturniho problému navrhl
tzv. koncept dimeru, ve kterém rozdélil jadro huminové molekuly do &tyf stavebnich
jednotek: dimer, vytvofeny 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 tvorena
aromatickymi kruhy, které jsou navzijem spojeny alkylovymi strukturami s dlouhym
fetézcem. Autofi lokalizovali velké mnozstvi karboxylovych a hydroxylovych funkénich
skupin jak na samotnych aromatickych kruzich, tak na alkylovych boc¢nich fetézcich [35].
Autofti se ve své praci pokusili pomoci softwarového modelovani vytvofit sofistikovanéjsi
trojrozmérny strukturni model huminovych latek. Navazali tak na Hatchera a spol. [36], ktefi
vytvorili 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 autori 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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Supramolekuldrni model struktury huminovych ldtek

Spolu s novymi a modernéj§imi analytickymi metodami, se nevyhnutelné vyvinul pokrok
a snim i novy pohled na strukturu huminovych latek. Mezi tyto analytické metody patrila
zejména pyrolyza spojena s riznymi chromatografickymi metodami, dale termochemolyza,
hmotnostni spektrometrie, gelova permeacni chromatografie a nuklearni 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 pfirodnich matricich. Tradi¢ni nazor, Ze huminové latky jsou biopolymery, totiz
neni podlozen zadnymi pfimymi dikazy aje zaloZzen pouze na zakladé laboratornich
experimentl s modelovymi molekulami, navic snespravné pouzitymi analytickymi
a matematickymi postupy. Velké mnozstvi dikazi misto toho ukazuje alternativni chapani
konformacni 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 odumftelého biologického materialu.

Hlavnim aspektem huminové supramolekularni struktury je, ze je pfevazné stabilizovana
slabymi disperznimi silami namisto kovalentnich vazeb. Za velkou velikost molekul
huminovych latek jsou zodpovédné vodikové vazby spolecné s hydrofobnimi interakcemi
(van der Waalsovy sily, n—n a CH—= interakce), jejichz ucinek se zvétSuje se zvysSujicim se
pH. Tento novéjs§i popis struktury huminovych latek Iépe odpovida jejich zasadni uloze
pii zaji§tovani a udrzeni fyzikalnich a chemickych vlastnosti pudy, ale také jejich reaktivité
vuci pesticidim a dal§im environmentalnim kontaminantim pudy [38].
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Obr. 7: Supramolekuldrni struktura HL [32]

Supramolekularni teorii podpofil také Simpson (2002), ktery zkoumal roztoky huminovych
latek pomoci vicerozmérné NMR spektrometrie, konkrétné pomoci metody dvourozmeérné
Diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) [39; 40]. Dal§imi autory, ktefi se pfiklani 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, Ze na destabilizaci
struktury téchto latek ma vyrazny vliv nizka hodnota pH. Zména huminové konformacni
struktury muze byt podle autorti kliCovym faktorem, ktery urCuje mobilitu zachycenych
kationtti a kationttl tvorici komplexy.

2.3.4 Vyuziti huminovych litek

Huminové latky a DOM predstavuji jednu z nejvétSich 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 pavodu. V drivéjsich
dobach je lidé pouzivali pii léCeni Siroké Skaly onemocnéni (napf. léCeni ran, bahenni
koupele). V posledni dobé jsou tyto pfirodni organické slouceniny vyuzivany diky svym
specifickym vlastnostem zejména v zemédélstvi, primyslu, zivotnim prostiedi a biomediciné
[42; 43].

Aplikace v zemédélstvi

Huminové latky hraji dulezitou roli z agronomického hlediska, jelikoz vyznamné ovliviiuji
kvalitu a produktivitu pudy. Kromé zlepSeni fyzikalnich vlastnosti a vlhkosti pudy vykazuji
huminové latky také vysokou vymeénnou kapacitu, coz je urCujicim faktorem pro trodnost
pady. V soucasné dobé se huminové latky pouzivaji jako ptisady do anorganickych hnojiv.
Ke zvySeni urodnosti pudy se pouzivaji zejména razné soli huminovych latek, jako jsou
napiiklad humat vapenaty, humat sodny a humat amonny.

Produktivita pudy se za pfitomnosti huminovych latek zvySuje riznymi zpasoby. Dulezité
jsou tzv. nepifimé ucinky huminovych latek, které tvoii s zelezem a dalSimi kovy chelatové
komplexy, které jsou poté dodavany rostlinam, a které Ucinn€ reaguji na skutecné potieby
rostlin v dusledku nedostatku mikroprvku v ptidé. Dalsi role huminovych latek spociva
ve zvySeni kvality pud, které jsou velmi chudé na organickou hmotu, a také ke zvySeni
produkce biomasy tak, ze v kofenové casti rostlin udrzuji tyto latky ve vod€ rozpustna
anorganicka hnojiva a snizyji tak jejich vyluhovani a naslednou mobilitu v pidnim prostiedi
[42; 44].

Priimyslové vyuZziti

Huminové latky se pouzivaji v n€kolika riznych odvétvich primyslu. HL a materialy
obsahujici HL se pouzivaji naptiklad ve stavebnictvi jako pfisady k fizeni rychlosti tuhnuti
betonu. Dale nasly HL uplatnéni také pii aprave kize. Zpocatku byly vyuzivany jako barvivo
na kizi, pozdgji jako prostiedek pro Cinéni a nakonec jako pfisada pro roztok k finalni upraveé
kaze. Dalsi oblasti, kde se pouzivaji HL je dfevozpracujici pramysl. Jejich vyuziti zde spociva
v ptipravé prirodniho indiga k barveni dfevéné dyhy, nebo jako slozka ve vodé rozpustnych
moridel pro dievény nabytek. Huminové latky nasly také uplatnéni pii vyrobé plasti, zejména
jako tvrdidla polyuretanovych pén ¢i barviva pro barveni polymert Nylonu 6 nebo PVC.
V ptipadé¢ PVC jsou tyto latky vyuzity také jako jedna zpfisad do zmeékcovadel tohoto
polymeru. Dalsim primyslem, kde nasly huminové latky uplatnéni je papirensky primysl
a keramicky pramysl. V papirenském pramyslu jsou HL vyuZzivany v riznych vyrobnich
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postupech, napfiklad pfi vyrobé papiru s vysokou pevnosti v tahu, pii vyrobé elektricky
vodivého papiru, nebo také pii recyklaci papiru. V keramickém pramyslu se HL pouzivaji
hlavné jako pfisady ke zvySeni mechanické pevnosti nezpracované keramiky, ke zlepSeni
reologickych vlastnosti keramiky, k barveni keramickych dlazdic nebo k pfipravé kameniny.

Huminové latky se v praimyslu také pouzivaji jako iontoménice, nebo mohou byt pouzity
ke zvySeni tézby uranu zjeho rud. Jsou také soucasti syntetickych uhlovodik a topnych
oleju. Jejich schopnost zadrzovat prechodné kovy a vytvafet metalorganické komplexy ma
za nasledek, Zze jsou tyto kovy vice dostupné pro rostliny, které je pak zaclenu;ji
do potravinového fetézce. Zajimavé jsou také moznosti prumyslové vyroby téchto latek pfi
zpravovani odpadu. Studie ukazaly, Ze pii vyrobé recyklovanych napojovych kartoni dochazi
ke konverzi celulozy na lignohumaty tzn. HL antropogenni povahy [42; 45].

Ochrana Zivotniho prostredi

Pfirodni organické koloidy jsou dulezité, jelikoz tvoii ve vodé rozpustné komplexy
s mnoha kovy vcetné radionuklidd. Bylo potvrzeno, Ze pfitomnost huminovych latek
v piirodnich vodach muze ovlivnit migraci radionuklidi do povrchovych a podzemnich vod.
Transport radionuklidii prostfedim vSak mohou zajistit pouze FK. V piipadé HK se tato
xenobiotika vdzou na minerdlni Castice v tzv. organomineralnim komplexu a jsou tedy
imobilizovany.

Hlavnim ukolem huminovych latek v zivotnim prostiedi je odstranit toxické kovy,
antropogenni organické chemikalie ajiné zneCistujici latky z vody. Bylo zjisténo, ze
iontoméniCové materialy na bazi humatu véapenatého jsou vhodné k odstrariovani tézkych
kovi jako jsou Fe**, Fe'*, Ni?*, Hg?*, Cd*" a Cu*' z piirodnich vod, a také k odstrafiovani
radioaktivnich prvka z odpadnich vod jadernych elektraren. Huminové latky jsou také
schopné se selektivné vazat, cehoz se vyuziva pii odstraiiovani chemickych bojovych latek.
Materialy obsahujici huminové latky jsou také pouzivany pro adsorpci plynd, kdy Ize mirné
upravené humaty pouzit k odstranéni sirovodiku a thiolu (merkaptanu) ze zemniho plynu
a oxidu sific¢itého ze zplodin. Tyto materialy jsou diky svym adsorpnim schopnostem
schopné zachytit 1 dalsi zneCistujici 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 dobé& neustale roste zdjem o aplikaci huminovych latek v mediciné a biologii.
Hlavnim davodem zvysené pozornosti, ktera je vénovana témto latkam, jsou jejich antivirove,
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 kovi v zivych organismi. Bylo také
pozorovano, ze huminové latky ve vodnich systémech a vodnich sedimentech uizce souviseji
s ucinnosti hydroterapie a balneoterapie.

Dulezitou roli v biomediciné zastavaji také fulvinové kyseliny, u kterych mnoho
lékarskych studii poukazalo na skuteCnost, ze tyto latky maji schopnost chranit organismus
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pred rakovinou a pted viry zpusobujicimi rakovinu. Studie také Casto poukazuji na specialni
1éCebné terapie huminovymi latkami, které by mély prubéh této nemoci zcela zvratit. Jiné
klinické studie také ukazaly, ze obtizné 1éCitelna virova respiracni onemocnéni, Casta u déti,
mohou byt snadno 1éCena dopliikem stravy, ktery obsahuje fulvinové kyseliny [42; 49].

Huminové latky vSak nemusi mit pouze pozitivni vliv na lidsky organismus. Mnohé studie
[50] prokazaly, ze huminova kyselina muze byt toxicka pro mnoho savéich bunék, avsak jeji
konkrétni mechanismus cytotoxicity zastava stale nejasny. Vliv na toxicitu huminovych
kyselin mohou mit jejich redoxni vlastnosti, kdy jsou huminové kyseliny schopné redukovat
auvolfiovat zelezo z feritinu. Bylo prokazéno, ze uvolnéné zelezo urychluje peroxidaci
(oxidacni degradaci) lipida vyvolanou huminovou kyselinou. Huminové kyseliny spojené
s uvoliiovanim Zzeleza proto mohou narusit redoxni rovnovahu a vyvolat tak oxidacni stres
v biologickém systému. Tento mechanismus miize mit zasadni vliv na vyvolanou cytotoxicitu
huminovych kyselin v organismu savcu.

2.4 Rozdéleni organické hmoty dle velikosti ¢astic

Pida je slozitym systémem fyzikalnich, chemickych a biologickych komponent, vzajemné
interagujicich mezi sebou. Koloidizaci pudy dochazi ke vzniku tzv. ptidnich agregatt, které
jsou povazovany za nejmensi funkéni jednotky. Jsou to stabilni slozené struktury, které lze
rozdélit do riznych tfid podle molekulovych hmotnosti, nebo podle jejich velikosti v méfitku
od centimetrd 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 rizného pavodu.

Pidni organicka hmota (SOM) je pritomna v riznych formach a stavech, od Cerstvého
a nerozlozeného materialu az po vysoce degradovany ¢i stabilizovany SOM. Padni OM tvorii
4-6 % z celkové hmotnosti pudy. Jedna se o dulezitou soucast pudy, ktera pravé odlisuje
ptdu od horniny, a ktera zajiStuje jeji trodnost. SOM je definovana jako soubor organickych
latek nahromadénych v padé, jez pochazi zodumfelych zbytkd rostlin, Zzivocich
a mikroorganismu v rizném stupni pfemény a v rizném stupni smiseni s mineralnim podilem.
Podle Bucka a spol. [51] ji lze rozdélit dle velikosti na ¢asticovou organickou hmotu (POM)
a rozpusténou organickou hmotu (DOM). Pii tvorbé agregatu tvoii POM jadro, které se
obklopuje mineralnimi cCasticemi, a ty poté chrani implementovanou POM pted dalsi
mikrobialni degradaci, ¢imz dochazi ke stabilizaci agregatu. Podobné hraje dalezitou roli pfi
tvorbé SOM rozpusténa organicka hmota (DOM), ktera vzhledem ke své mobilité
zprostredkovava prenos zivin v ramci ekosystému i mezi ekosystémy [52].

2.4.1 Casticova organicka hmota (POM)

Casticova organickda hmota (POM) je heterogenni smés sorbované organické hmoty
obsahujici nabité a neutralni funk&ni skupiny. Céstice této organické hmoty dosahuji velikosti
0,45 um az 1000 pm. Jak jiz bylo zminéno vyse, POM zahrnuje neustile se rozkladajici
zbytky rostlin, zivoCichti a mikroorganismi, které se vyrazné podileji na jejim rozkladu
a humifikaci. Pfi rozkladu poskytuje POM velkou cast energie potfebnou pro pidni
organismy a zajist'uje stalé uvolfiovani zivin do ptudniho 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 dulezitou roli pii zkvalitnéni
struktury pady také tzv. rozkladaCe, které kolonizuji POM. Mezi nejmocnéjsi rozkladace
POM patii houby, které vytvaii plisiové mycelium, jez zapléta Castice pudy a uvoliuje
do pudy rozli¢né exudaty, které nakonec tvoii jiz zminéné agregaty pudy. Obsah POM v pudé
je ovliviiovan organickymi vstupy a aktivitou puadnich rozkladaci. Pridani organickych
materiall, jako je hntj nebo zbytky plodin, obvykle vede ke zvySeni POM. Rozklad POM je
ovlivilovan také teplotou a vlhkosti pudy [53; 54; 55].

2.42 RozpuSténa organicka hmota (DOM)

Rozpusténa organicka hmota (DOM) je heterogenni skupina ve vodé rozpustnych sloucenin,
které obsahuji redukovany (organicky) uhlik z riznych biologickych a geologickych zdroju.
Je to slozita smés organickych molekul slozena nejen zuhliku, vodiku a kysliku, ale také
z heteroatomu dusiku, fosforu a siry. Tato heterogenita vyrazné ztézuje piesnou charakterizaci
této OM. Kvili riznorodému molekularnimu slozeni mize byt DOM vysoce reaktivni
a podporovat tak rast mikroorganismu, nebo muize byt na druhou stranu pomérné neaktivni.
Rozpusténa OM byva Casto definovana jako jakakoliv OM, ktera je schopna projit filtrem,
&imz se zasadné 1isi od POM. Castice této frakce OM zaujimaji velikost < 0,45 um. Jedn4 se
o klicovou slozku v biochemickém cyklu uhliku, a také nejmobiln&jsi frakci padnich
organickych latek.

Specifické molekulari slozeni DOM je dulezité pro pochopeni jeji reaktivity a ulohy
jakou zastava v ptirodnim prostfedi. DOM se sklada z Siroké Skaly biomolekul a organickych
skupin od velkych biopolymerd a geopolymert, 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 metabolitl. Rozpusténa OM muze také zahrnovat geologicky a antropogenné
odvozené slouceniny, mezi néz patii zejména pesticidy, detergenty, povrchové aktivni latky,
1éCiva, slouCeniny odvozené od ropy a dalsi vznikajici kontaminujici latky.

Jak jiz bylo zminéno dfive, DOM hraje hlavni roli v uhlikovém cyklu a riznorodost vSech
ptfitomnych molekul zapfiCifiuje, ze nékteré frakce OM jsou labilni a snadno odbouratelné
riznymi mikroorganismy, zatimco ostatni frakce jsou stabilni a mohou pfetrvavat tisice let.
Hlavnim zdrojem labilnich a snadno rozlozitelnych latek v pidé jsou rostlinné zbytky,
kofenové zbytky a pudni mikroorganismy. VedlejSimi zdroji labilnich latek v pudé€ pak jsou
organicka hnojiva a rozli€né exsudaty. Na mnozstvi rozpusténych latek ma vliv biologicka
aktivita pudy, adsorpéni a desorpéni procesy v pudé, pudni reakce, chemismus pudy a slozeni
ptdniho roztoku, klimatické podminky (srazky a teplota) a antropogenni vlivy (hnojeni,
zavlahy odlesnéni atd.) [56; 57].
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2.5 Soucasny stav reSené problematiky

Frakcionace organické hmoty (OM) je jiz dlouhodobé vyznamnym krokem k objasnéni, jakou
roli zastava OM v pudnich procesech. Frakcionace se provadi kvuli nékolika acelim, jako je
pochopeni procesu stabilizace pudniho organického uhliku (SOC), kvantifikace potencialné
labilnich SOC ¢i kratkodobé dostupnych makrozivin v rostlinach, nebo kvantifikace
environmentalnich zmén pii dlouhodobé sekvestraci SOC. Uspé&ina frakcionace HL rozsifuje
naSe znalosti o jejich molekulové hmotnosti, obsahu funkénich skupin nebo prvkovém slozeni
[58]. K frakcionaci OM se v dnesni dobé pouziva cela fada metod, pfi¢emz vSechny poskytuji
dulezité informace o funkci OM v pudé. Jednotlivé frakce lze urit na zakladé odliSnych
fyzikalnich a chemickych parametrd, a proto lze frakcionacni 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 frakciona¢ni metody zalozené na instrumentéalnich technikach, zejména pak
na chromatografickych [59; 60; 61].

2.5.1 Fyzikalni frakcionace OM

Fyzikalni frakcionace pidy zdiraziuje Glohu pidnich minerald a strukturu pidy pfi obnoveé
SOM. Pojem fyzikalni frakcionace zahrnuje fadu riznych metod, z nichz je kazda navrzena
pro konkrétni ucel, a dosud nebylo piijato zaddné obecné schéma frakcionace. SpoleCnym
prvkem vsak je, Ze se vétSina metod pokousi vyhnout jakymkoliv chemickym zménam
v SOM béhem procesu frakcionace. Zachovani neporusenych agregati pudy je uziteCné pro
vSechny vyzkumné otazky, které se konkrétné€ zabyvaji strukturou pudy, protoze poskytuje
predstavu o souCasném rozdé€leni agregati v puade. Fyzikalni frakcionace se také snazi
rozliSovat mezi SOM, ktera neni pevné vazana s pudnimi materialy, SOM, ktera je zaClenéna
do primarnich organomineralnich komplexi a SOM, ktera je zachycena v agregatech, tedy
v sekundarnich organomineralnich komplexech. Fyzikalni frakcionace zahrnuje metody
separace SOM na zakladé rozdilné hustoty, velikosti Castic Ci stupné disperzity pudy. Mezi
tyto metody patfi sedimentace castic rozdilné hustoty, prosévani, ultrafiltrace, nebo
mechanické 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 riiznych vzorkl lesnich piid v Severni Americe. Pomoci prosévani
a flotace izolovali frakce agregovanych castic organickych latek ortzné velikosti.
K frakcionaci pouzili autofti sita o velikostech ok 2000, 250 a 53 um a prosévanim za mokra
rozdelili organickou hmotu na mikroagregaty (53—250 um) a makroagregaty (250—2000 um).
Z mikroagregatli poté pomoci flotace v polywolframanu sodném izolovali casticovou
organickou hmotu, ze které analyticky stanovili mnozstvi organického uhliku ve vzorcich

pudy.

Pfi studovani struktury SOM pouzili autofi Schmidt a spol. [64] ve své praci metodu
ultrazvukové dispergace kizolaci primarnich organomineralnich komplexti z pud. Tuto
metodu fyzikalni frakcionace autofi provedli ve tfech horizontech A a ve dvou horizontech B,
pochazejicich ze ¢ty typt pud (glejosol, Cernice, podzol, alisol) liSicich se jejich pedogenezi.
Jednotlivé dispergované vzorky byly rozdéleny do sedmi frakci podle velikosti jejich Castic.
Autofi usoudili, ze pouzitd ultrazvukova dispergace byla dostate€na pro uplné rozptyleni
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vzorkt zriznych pud a pedogenetickych horizontd. Ultrazvukovou dispergaci také podle
autorti nedoslo ke zméné struktury SOM, a ani ke sniZeni jejiho obsahu v pudé. Podle tohoto
poznatku dospéli autofi k nazoru, ze se zvySujici se ultrazvukovou energii, dochazi pfi
rozpadu agregati k uvolfiovani primarnich organomineralnich komplexu, které si zachovavaji
pfidruzenou OM.

2.5.2 Chemicka frakcionace OM

Metody chemické frakcionace 1ze rozdélit na extrakci, hydrolyzu a oxidaci. Kromé toho jsou
také pouzivany chemikalie k destrukci mineralti, coz slouzi k naslednému uvolfiovani
organické hmoty z t€chto minerald. Extrakce se provadi nejcastéji ve vode€, vodnych roztocich
o ruzné iontové sile, organickych rozpoustédlech nebo zasadach, jako je NaOH nebo
Nas4P>07. Hydrolyza se provadi vodou nebo kyselinami, jako jsou HCI nebo HF. Vyhodou
obou postupt je, ze poskytuji Cisté organické frakce bez mineralnich castic. Podstatou
hydrolyzy je izolovat frakce OM s odliSnymi chemickymi vlastnostmi, u nichz se
predpoklada, ze jsou dilezité pro jejich chovani v padé. Metoda oxidace se naproti tomu
provadi tak, ze napodobuje silny exoenzymaticky rozpad a izoluje frakci, ktera 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
znaénym obsahem mineralnich 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 zjednotlivych horizontd pady 9-30 % organického materialu
sestavajiciho z alkoholt, karboxylovych kyselin a hydroxykyselin. Zna¢nou ¢ast OM,
nachazejici se v horizontu s nejvyssim stupném humifikace a obsahem padnich minerald, tedy
horizontu A, se vSak autorim nepodafilo extrahovat. Rumpel a spol. tak dosli k zavéru, ze pfi
procesu bazické hydrolyzy doslo pravdépodobné k odstranéni velkého mnozstvi alifatickych
biopolymerd, které byly dominantni soucasti horizontu A. Zbyvajici alifaticky material byl
pak nejspi$ pfitomen v ne-esterové vazanych strukturach, které byly silné vazany s pidnimi
mineraly.

Metody chemické frakcionace OM ve své studii pouzili 1 autofi Mikutta a spol. [67], ktefi
analyzovali izotopové slozeni (**C, 1*C) OM vézané s mineraly a OM odolné proti rozkladu,
nachazejici se v podpovrchovych horizontech v deseti kyselych lesnich puadach.
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 vypocta zjistili, Ze po oxidaci NaClO doslo k vyextrahovani labilni
slozky organické hmoty (LOC), ktera pfedstavuje casticovou OM a oxidovatelnou ¢ast OM,
a v pevném zbytku zistala stabilni slozka organické hmoty (SOC). U nasledné hydrolyzy byla
poté extrahovana OM vazana s mineraly (MOC) a v pevném zbytku zistala OM odolna proti
rozkladu (ROC). Jako vyhody NaClO oxidace autofi uvedli zejména jeji vysokou ucinnost
a spolehlivost pii izolaci stabilni OM bez toho, aniz by doslo k rozpusténi pedogennich oxidu.
Chemicka degradace timto oxidacnim c¢inidlem odstranila prednostné struktury OM, které
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byly nechranéné mineralni 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 dnes$ni dobé jsou chromatografické metody hojn€ 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 zakladé odliSného naboje [68].

Adsorpcni chromatografie (SPE)

Princip metody adsorp¢ni chromatografie spociva v navazani rozpusténé latky na pevnou
fazi slabymi van der Waalsovymi silami. Adsorpce probihd v kolonach, které mohou byt
naplnény anorganickymi adsorbenty (aktivni uhli, oxid hlinity, hydroxid hlinity, oxid
hofecnaty, silikagel) nebo organickymi makroporéznimi pryskyficemi [69].

Adsorpci na pryskyfici XAD-8, spoleéné s ultrafiltraci, pouzili Kitis a spol. [70] pfi
zkoumani reaktivity vedlejSich produktd dezinfekce vody, vznikajicich pii reakcich
rozpusténé organické hmoty (DOM) s dezinfekénimi Cinidly. Autoti izolovali DOM ze dvou
povrchovych vod, znichz kazda méla vyrazné odlisnou specifickou absorpci UV zareni
(SUVA), distribuci molekulové hmotnosti a polaritu. Po provedeni frakcionace na pryskyfici
XAD-8 a nasledné ultrafiltrace autofi ziskali sedm frakci DOM lisicich se jejich molekulovou
hmotnosti. Vysledky znasledné analyzy frakci pomoci UV/Vis spektrometrie potvrdily, ze
frakcionaci XAD-8 pryskyfici a ani ultrafiltraci se nezménily spektroskopické vlastnosti
pavodni DOM. Béhem procesu rovnéz nedoslo ke zméné reaktivnich mist v ramci DOM,
zodpovédnych za tvorbu vedlejSich produktii dezinfekce. Na zavér se autofi shodli také
na tom, ze pfi navrhovani frakciona¢nich experimentd v kolonach je kliCovym parametrem
koeficient distribuce kolony (k'), podle kterého je mozné porovnavat vysledky v raznych
védeckych studiich.

Autoti Zherebker a spol. [71] ve své praci izolovali huminové latky ze sladkovodniho
zdroje pomoci dvou typt makroporéznich adsorbent, kterymi byly pryskyfice Amberlite
XAD-8 anapli 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 Gfelem porovnani obou pouzitych adsorbentt.
Z analyzy bylo zjisténo, ze ackoliv huminové latky izolované pomoci obou typl adsorbentd
maji zvelké Casti stejnou strukturu, tak se autorim i presto podafilo mezi nimi objevit
podstatnou selektivitu. Podle jejich vysledki 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 koloné obsahujici
pryskyfici XAD-8 a na kolon¢ obsahujici katex Amberlite IR-120. Pomoci této metody autofi
nejprve izolovali FK ze vzorku pady z ryzového pole (Paddy Soil) a nasledné u ziskané FK
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provedli sekvencni frakcionaci za pouziti riznych elucnich Cinidel: ethanol, deionizovana
voda, tlumivé roztoky (pH=4,8; 7,0; 11,0). VSech pét ziskanych frakci FK poté autofi
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 pozdé€ji eluované frakce obsahovaly nizsi podil karboxylovych
funkénich skupin a naopak vyssi podil alkylovych skupin nez frakce, které byly eluovany
diive.
Velikostmé-vylucovaci chromatografie (SEC)

Béznou separacni metodou je velikostné-vylu¢ovaci chromatografie (SEC), ktera déli
jednotlivé slozky OM na zaklad€ rozdilnych velikosti a v nékterych pfipadech na zakladé
jejich molekulovych hmotnosti. Chromatograficka kolona je naplnéna poréznimi kulickami
(o priméru mensim nez 10 um) nejCasteji z polymerd dextranu (Sephadex), z agarozy
(Sepharose) nebo z polyakrylamidu (Sephacryl, BioGel P). Separace spociva vtom, Zze
nejvetsi frakce vychazeji z kolony nejdfive, jelikoz vibec nevstupuji do pérd, kde by se
na n¢jaky Cas zadrzely, zatimco mens$i frakce do port na urCitou dobu vstupuji a poté
vychazeji z kolony v poradi podle jejich klesajici velikosti [73; 74].

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

Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je uzitenou metodou pro analyzu ruznych biologickych
slouCenin a pfirodnich produkti, jelikoz poskytuje jednoduchou separaci a pohodlnou
vizualizaci paralelné v relativné kratkém Case. Pomoci metody TLC dochazi k separaci OM
na zakladé odlisné adsorpce ke stacionarni fazi, kterou byva nejCastéji hlinikova desticka
pokryta sorbentem (silikagel, Al,O3) [76].

Metodu TLC ve spojeni s testem potencialu tvorby trihalomethant (THMFP) pouzili pfi
svém experimentu Eish a spol. [77] na frakcionaci HK a FK, izolovanych z vodnich zdrojt.
Na zakladé retencniho faktoru autofi identifikovali tfi stejné frakce u HK 1 FK. U jednotlivych
vzorkl frakci autofi nasledné analyzovali koncentrace rozpusténého organického uhliku
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(DOC) a THMFP. Podle téchto analyz dospéli k zavéru, Ze ke tvorbé trihalomethana nejvice
prispély tfi primarni frakce FK pfipravené pii pH 6, zejména pak frakce ¢€.1, kterd obsahovala
nejvice hydrofobni casti areagovala tak schlorem, Cimz pfispeéla k vyrazné tvorbé
chloroformu.

K frakcionaci FK, ktera byla izolovana z HK, pouzili autofi Ma a spol. [78] tradi¢ni
metodu tenkovrstvé chromatografie. Jednotlivé ziskané frakce poté autofi analyzovali
za pouziti metod UV/Vis spektrometrie a fluorescencni spektrometrie. Pomoci TLC se
autorum podafilo identifikovat celkem osm frakci FK, které se od sebe liSily nejen vizualné,
ale také svou stfedni molekulovou hmotnosti a absorpcnimi a fluorescen¢nimi vlastnostmi.
U nékterych frakci FK autofi dokonce stanovili vyssi kvantovy vytézek fluorescence, nez jaky
byl u pivodniho 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 predstavu;ji
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 sloucenin.

Khairy [79] ve své praci vyuzil metodu tenkovrstvé chromatografie pro kvantitativni
analyzu huminovych kyselin. Autor pouzil k TLC frakcionaci celkem sedm vzorkt pfirodnich
HK, izolovanych z raSeliny, hnédého uhli, ze dvou svrchnich horizonti pudy, a také jeden
vzorek syntetické HK. Po TLC frakcionaci obsahovaly vSechny vzorky HK tfi frakce, jejichz
obsah byl silné vazan na pouzité pfirodni matrici a na metodé izolace HK resp. pH
extrakéniho cCinidla. Khairy ve své studii zjistil, Zze u vétSiny HK existuje linearni vztah mezi
koncentraci vzorku a vzdalenosti chromatografické frakce od startu TLC chromatogramu.
Autor rovnéz uvedl, ze zatimco pifirodni HK byly rozdéleny na jednotlivé zony, v pifipadé
vzorku syntetické HK se vytvortil na chromatogramu jediny pas na sebe navazujicich frakei,
coz znacné ztizilo stanoveni hranic mezi jednotlivymi frakcemi.

Tok ve fokusujicich polich (FFF)

Frakcionace tokem ve fokusujicich polich (FFF) je chromatograficka metoda, pfi které se
vyuziva souCasného pusobeni sil efektivnich poli a toku kapaliny na jednotlivé slozky
frakcionovaného vzorku uvniti separacniho kanalu. Podobné jako v chromatografii je zde
vzorek v roztoku €i disperzi transportovan nosnou kapalinou, a pfi tom dochézi k interakci
pole se slozkami vzorku, nacez se vytvoii koncentracni 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 teky 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, predstavovaly 10-30 % z celkového mnozstvi 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 7S50, 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 sklenéna kolona mala pro DAX-8 (I ~250 mm, d ~ 40 mm);,

e sklenéna kolona velka 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 MKOH (Sigma Aldrich s.r.0.);

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 zéakladni 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

Elementarni 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 navéazen
celkem ve tfech opakovanich. Nasledné byly tyto navazené vzorky spaleny v atmosféie
kysliku pfi pracovni teploté reaktoru 980 °C. Prvkové slozeni alginitu bylo ziskano pomoci

vyhodnocovaciho programu Callidus™S5.1.

3.3.2 Termogravimetricka analyza
Vzorek alginitu byl termogravimetricky analyzovan na TGA QS5000. Hmotnost navazky
Cinila ~ 5 mg. Toto mnozstvi vzorku bylo spaleno z laboratorni teploty na konecnou teplotu

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

3.3.3 Infracervena spektrometrie

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla v této praci pouzita
k ziskani zakladnich informaci o struktufe, povaze a obsahu jednotlivych funkcnich skupin
pfitomnych 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 zpasobem.
V achatové tieci misce bylo rozetieno 100 mg predem vyzihaného KBr a k tomuto mnozstvi
byly poté pifidany 3 mg vzorku alginitu. Smés byla nasledné homogenizovana
a homogenizovany vzorek byl vlozen do néstavce difuzné-reflexni jednotky spektrometru
Nicolet iS50. FTIR spektrum bylo méfeno v rozmezi vlnoétd 4000-400 cm™
rozliSenim 4 cm™

se spektralnim
a s poCtem akumulovanych zaznamu 512. Ziskané DRIFT spektrum bylo
ptevedeno na jednotky Kubelka-Munk, které odpovidaji jednotkam absorbance pfi
transmisnim meéfeni, tzn. meéfeni vzorku na prachod. FTIR spektrum vzorku bylo
normalizovano na hodnotu nejintenzivné&jsiho absorpcniho pasu pritomného ve spektru.

3.4 Izolace huminovych latek na kolonach

Izolace huminovych latek zalginitu byla provedena na zakladé postupu mezinarodni
spoleCnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS). Tento postup probihal nasledovné.
Z pevného vzorku alginitu byl nejprve alkalickou extrakci pfipraven vyluh HL, ktery
obsahoval HK, FK a snadno hydrolyzujici organické kyseliny. Vyluh HL byl pfipraven
z navazky 300 g vysuSeného alginitu, ke kterému bylo do PE nadoby pfidano 1000 ml 0,1 M
roztoku HCI atoto mnoZstvi se nechalo tfepat na rotaéni 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 odstfedéna na odstfedivce pii 4000 RPM po dobu
15 min. Po odstfedéni 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 pii
10 ot'min~!. Suspenze byla poté znovu odstfedéna v odstfedivce pii 4000 RPM po dobu
20 min. Alkalicky roztok byl dale okyselen koncentrovanou HCI (~ 35 obj. %) na hodnotu
pH~1 a byl tak ponechan ptes noc, kdy dochazelo ke koagulaci ,makromolekularniho
klubka HK.

3.4.1 Separace HK

Po koagulaci HK, béhem které dochazelo k uplnému zabaleni ,,makromolekularniho* klubka
HK, byly HK oddéleny od supernatantu odstfedénim v odstfedivce pii 4000 RPM po dobu
20 min. Po odstfedéni byl supernatant uschovan na pozdéjsi izolaci FK. Vysrazené HK poté
byly znovu rozpustény piidavkem 100 ml 0,1 M roztoku KOH. K roztoku bylo nasledné
ptidano 2,2 g KCI a poté byl roztok odstfedén v odstredivce pii 4000 RPM po dobu 30 min.
Vtomto kroku dochdzelo kuvoliiovani nerozpustnych  frakci, hlavaé HU,
z makromolekularniho klubka HK. Na tomto misté¢ je nutné podotknout, ze v prubéhu
koagulace HK dochazi k adsorpci nerozpustnych HU pfitomnych v supernatantu na povrch

koagulovanych HK, a nasledné jsou tyto nerozpustné frakce HL ,uzamceny“ ve sférické
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strukture 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 predchozim ptipadé,
pfes noc, kdy opét dochazelo k vysrazeni HK. Nasledné byly vysrazené HK oddéleny
od supernatantu odstfedénim v odsttedivce pfi 4000 RPM po dobu 20 min. K vysrazenym HK
bylo poté piidano 500 ml roztoku smési 0,1 M HCI a 0,3 M HF a vznikla suspenze se nechala
tfepat 2 dny na rotadni tfepadce (rychlost 10 ot:min!). Timto purifikaénim krokem byly
z vysrazenych HK odstranény zejména sorbované kifemicitany nebo také nekteré slouceniny
iontd kovi. 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 pora 1 kDa. Dialyza probihala po dobu 5 dnt proti deionizované vodé. Po dialyze
byly vzorky HK vymrazeny na rotani odparce v lyofilizacnich barikach a nasledné
lyofilizovany na laboratornim lyofilizatoru do Uplného vysuSeni. Nasledujici den byl
z lyofilizac¢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 pryskyfici 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 1 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 prevedeno
do kadinky, ktera se naplnila methanolem tak, aby hladina nad vrstvou pryskyfice byla
minimalné€ 2 cm vysoka. Takto pfipravena suspenze pryskyfice a methanolu byla ponechana
na magnetické michacce pii 350 ot'min™' po dobu 15 min. Nasledné byl methanol slit
a pryskyfice byla promyta destilovanou vodou. Po prevedeni pryskyfice do kolony sahala
destilovana voda ptiblizné 2 cm nad pryskyfici, aby nedochazelo k vysychani pryskyfice.

Selektivni adsorpce FK na pryskyrici DAX

Jesté pfed samotnou separaci FK na chromatografické kolon& byl ziskany supernatant
obsahujici FK podroben ultrafiltraci na filtru o velikosti 0,45 pm. Timto krokem byl roztok
zbaven piipadnych nezadoucich pevnych ¢astic, pifipadné€ vysrazenych zbytki HK z roztoku.
Nasledné byl prefiltrovany roztok opakované prolévan kolonou. Po nadavkovani veskerého
obsahu FK byla kolona promyvana destilovanou vodou, dokud nebyla absorbance vody
na vystupu zkolony mensi nez 0,015 (pfi A=350nm). Desorpce fulvinovych kyselin
z pryskyfice byla poté provedena pomoci roztoku 0,1 M NaOH, dokud nebyla absorbance
desorpéniho roztoku na vystupu z kolony mensi nez 0,03 (pfi A =350 nm). Promyvanim
destilovanou vodou byla z kolony eluovana DOM, kterou tvorti z velké ¢asti nezadouci 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 pryskyfice 0,1 M HCI. Promyvéani probihalo, dokud hodnota pH HCI
vytékajici z kolony nebyla stejna s pH HCI na vstupu do kolony. Na zavér pak byla kolona
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promyta destilovanou vodou dokud, stejné€ jako v predchozim ptipad€, nebyla hodnota pH
vody na vystupu z kolony stejna 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 dano rozméry sklenéné kolony, bylo
prevedeno do kadinky, ktera se naplnila methanolem tak, aby hladina nad vrstvou pryskyfice
byla minimalné 2 cm vysoka. Takto pfipravena suspenze pryskyfice a methanolu byla
ponechana na magnetické michaéce pii 350 ot:min~' po dobu 15 min. Nasledné byl methanol
slit a pryskyfice byla promyta destilovanou vodou. Po prevedeni pryskyfice do kolony sahala
destilovana voda pfiblizné 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 béhem selektivni adsorpce a nasledné 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 nasledovné. Roztok FK byl opakované prolévan
kolonou, dokud neklesla hodnota elektrické vodivosti pod hodnotu 120 puS-cm™. Poté byla
kolona promyvana destilovanou vodou, dokud hodnota absorbance na vystupu z kolony
nedosahla hodnoty < 0,015 (pfi A =350 nm).

Podobné jako v pfedchozim piipadé bylo nezbytné provést regeneraci pouzité pryskyfice
a pripravit ji k dal§imu pouziti. Vymyti adsorbovanych sodnych ionta 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 vysychani 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 lyofilizatoru do uUplného vysuseni. Poté byl zlyofiliza¢nich
banek odebran vytézek FK ve formé svétle hnédého prasku, ktery byl zvazen na analytickych
vahach.

3.5 Charakterizace huminovych a fulvinovych kyselin

Po izolaci huminovych latek na kolonach byla provedena jejich fyzikalné-chemicka
charakterizace za ucelem stanoveni elementarniho slozeni, Cistoty, aromaticity, stupné
humifikace, obsahu funk¢nich skupin a dal§ich 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 fluorescencni spektrometrie (steady-state). U vzorku huminu (HU),
ktery byl ziskan jako nerozpustna frakce, byla provedena pouze analyza pomoci metod EA,
TGA a FTIR.

3.5.1 Elementarni analyza

Elementarni slozeni vzorki HK, FK a HU bylo ziskano pomoci CHNS-O elementarniho
analyzatoru EA3000. Vzorky ziskanych HL byly podrobeny prvkové analyze stejnym
zpusobem jako v ptipadé alginitu. Elementarni analyzator byl nejprve kalibrovan pomoci
standardni latky sulphanilamidu. Navazené vzorky jednotlivych huminovych latek byly poté
spaleny v atmosféte kysliku pfi pracovni teploté reaktoru 980 °C. Do cinovych kapsli bylo
navazeno ~ 1 mg vzorku. VSechny tii vzorky (HK, FK i HU) byly navazeny celkem ve tfech
opakovanich. Elementarni slozeni HL bylo ziskdno pomoci vyhodnocovaciho programu
Callidus™S5.1.

3.5.2 Termogravimetricka analyza

Vzorky HL byly termogravimetricky analyzovany na TGA QS5000. I v tomto piipadé byl
postup stejny jako v piipadé termogravimetrické analyzy alginitu. Vzorky HK, FK a HU,
jejichz navazka Cinila ~ 5 mg, byly spaleny z laboratorni teploty na konec¢nou teplotu 1000 °C
v atmosféte 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 piipadé¢ 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 nastavce difuzné reflexni jednotky spektrometru Nicolet 7/S50.
Spektrum bylo méfeno v rozmezi vinoétd 4000-400 cm™! se spektralnim rozlifenim 4 cm™!
a s po¢tem akumulovanych zaznama 512. Toto infraCervené spektrum bylo prevedeno
na jednotky Kubelka-Munk, které odpovidaji jednotkam absorbance pfi transmisnim meéfent,
tzn. méfeni vzorku na prachod. FTIR spektrum vzorku bylo normalizovano na hodnotu

nejintenzivngjS$iho absorpcniho pasu piitomného ve spektru.

3.5.4 UV/Vis spektrometrie

Metoda UV/Vis spektrometrie byla v této praci pouzita za ucelem primarni charakterizace
ziskanych vzorkti huminovych a fulvinovych kyselin. Pro charakterizaci byly ze ziskanych
absorpcnich spekter vypocteny absorpcni koeficienty Ea/E4, Eo/Es, E4/Es a Eg1/Egz, které byly
ziskany pomérem absorbanci pfi presné definovanych vlnovych délkach. Absorpéni
koeficient E»/E; byl ziskdn z poméru absorbanci pii vlnovych délkdch 265 a 365 nm,
koeficient E»/E4 pii vinovych délkach 265 a 465 nm a koeficient E4/Es, ktery je oznaovan
jako tzv. humifika¢ni index, byl ziskan pfi vinovych délkdch 465 a 665 nm. Absorpcni
koeficient Er1/Eg,, ktery je vyrazné citlivy k obsahu polarnich substituenti na aromatickém
jadte HL, byl uren pomérem absorbanci v UVC oblasti absorpéniho spektra pfi
253 a 220 nm.
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Vzorky pro méfeni absorpCnich spekter byly pfipraveny nasledujicim zptisobem. 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 roztoki HL
pfipraveny, pipetovanim a naslednym doplnénim pufrem, roztoky HL, jejichz vysledna
koncentrace byla 50 mg-dm . Takto pfipravené roztoky byly v praci pouzity za ticelem studia
izolovanych HL. pomoci tzv. humifika¢niho indexu, ktery pfedstavuje absorp¢ni koeficient
E4/Es. Pro ziskani absorpCnich koeficienti Ea/Es, E2/E; a Egr/Es. byly dale pfipraveny
roztoky HK a FK o hmotnostni koncentraci 10 mg-dm ™. Tyto roztoky byly opét pfipraveny
pipetovanim roztokli o koncentraci 50 mg:dm™, které byly nasledné doplnény pomoci
standardniho fosfatového pufru (smés Na;HPO4 a NaH,PO4 v objemovém pomeéru 0,61:0,39)
o koncentraci 0,05 mol-dm ™! a hodnot& pH ~ 7.

Takto pripravené vzorky HK a FK byly méfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H.
Absorpcni spektra byla méfena v rozsahu vinovych délek 200800 nm s krokem méfeni 1 nm

1

a rychlosti skenu 600 nm'min~". Veskeré méfeni bylo realizovano v kfemenné kyveté

s optickou drahou 1 cm.

3.5.5 Fluorescencni 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 pritomnosti elektron-donornich a elektron akceptornich
funk¢nich skupin. Charakteristika ziskanych HK a FK byla provedena pomoci excitacné-
emisnich spekter (EEM), ze kterych byly odecteny polohy jednotlivych fluorescencnich
domén, tzn. typa fluorofort.

Pro méfeni fluorescencnich spekter byly pouzity stejné roztoky HK a FK o hmotnostni
koncentraci 10 mg-dm >, které byly pfipravené uz pro méteni UV/Vis spekter v kapitole 3.4 .4.

Meéfeni EEM spekter bylo provedeno na steady-state fluorescenénim spektrometru
Edinburgh Instruments FS5 snastavenou Sitkou S§térbin excitatniho a emisniho
monochromatoru 4 nm v kiemenné kyveté pro fluorescencni spektrometrii s optickou drahou
1 cm. EEM fluorescencni spektra byla u vzorkti HK a FK zmeéfena v rozsahu vinovych délek
excitacni osy 220-450 nm a v rozsahu vinovych délek emisni osy 300-600 nm. EEM spektra
byla méfena s krokem 5 nm. Rovnéz byla vS§echna namétena fluorescencni spektra resp. jejich
intenzity  fluorescence korigovany pomoci matematického apardtu  navrzeného
Lakowiczem [82], ato z divodu silného vnitiniho filtracniho efektu roztoki HL. Tento
matematicky zapis je definovan rovnici:

— X 100r5(Aex+Aem)’ (1)

Fcorr — LTobs

kde Fops Je experimentalné zjisténa intenzita fluorescence, A.. je absorbance pfi excitacni
vinové délce (v naSem pripade Aex=A220-450 nm), 4em j€ absorbance pfi emisni vlnové délce
(v naSem pripad€ Aen=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 nanaset na TLC folii. Pevné vzorky HL byly rozpustény v 1 ml
methanolu avzniklé roztoky byly postupné aplikovany na TLC folie pomoci sklenéné
kapilary. Po odpafeni 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 vzorki HK a FK bylo po ukonceni vyvijeni chromatografického zaznamu pozorovano pod
UV lampou pozorovaci komory 6 zén, které odpovidaly jednotlivym studovanym organickym
frakcim. U TLC huminu (HU) bylo pozorovano pouze 5 zén. Jednotlivé organické frakce
byly pojmenovany HKE1-HKE6 (pro HK), FKE1-FKEG6 (pro FK) a HUE1-HUES (pro HU).

3.7 Zakladni fyzikilné-chemicka charakterizace frakci HL

U jednotlivych organickych frakcich HL byla provedena zakladni 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 frakci
seskrabanim silikagelu s TLC zaznamem, ktery byl poté rozpustén v 0,1 M NaOH a pieveden
do standardniho fosfatového pufru. Timto zpusobem byly pfipraveny roztoky vsech frakci
HK, FK a HU. Nasledné byla z pfipravenych roztoki zméfena UV/Vis spektra, ze kterych
byly nasledné vypocteny absorpcni koeficienty Egr/Es,, E2/Es a Eo/Es. Znamy a tradicné
pouzivany absorpcni koeficient E4/Es, dany jako pomér absorbanci pii 465 nm a 665 nm,
nemohl byt pouzit z divodu nizké absorpce frakci v oblasti vinovych délek 550-800 nm.
Namisto néj byl pouzit absorp¢ni koeficient E»/E4, ktery je konzistentni s koeficientem E4/Eg,
a ktery je charakterizovan jako pomér absorbanci pii 265 nm a 465 nm. Déle byl pouzit
absorp¢ni koeficient E»/E;3, definovany jako pomér absorbanci pii 265 a 365 nm a koeficient
Eer/EB,, definovany pii 253 a220 nm. Meéfeni absorpcnich spekter vSech vzorki bylo
provedeno pii stejném experimentalnim nastaveni spektrometru Hitachi U3900H jako
v kapitole 3.4.4.

3.7.2 Fluorescen¢ni spektrometrie frakei HL

Hlavni metodou pro studium organickych frakci HL izolovanych z alginitu byla v této praci
metoda ustalené fluorescencni spektrometrie (sfeady-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
excitatniho a emisniho monochrométoru 4 nm v kfemenné kyveté pro fluorescencni
spektrometrii s optickou drahou 1 cm. EEM fluorescencni spektra byla u vzork(h HL zméfena
v rozsahu vlnovych délek excitacni osy 240—450 nm a v rozsahu vlnovych délek emisni osy
290-600 nm. EEM spektra byla meéfena skrokem 5nm. Z divodu silného vnitfniho
filtracniho efektu roztokt organickych frakci 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 Elementarni a termogravimetricka analyza alginitu

Nameéfené hodnoty elementarniho slozeni alginitu, jeho atomovych pomérd H/C, O/C a N/C
a obsahu popela a celkové vlhkosti, ziskanych pomoci termogravimetrie, jsou zobrazeny
v Tab. 1. Z vysledkid elementarni analyzy je ziejmé, ze alginit je tvofen pievazné
uhlikem, vodikem, kyslikem a minoritné 1 dusikem. Elementarni slozeni alginitu je uvedeno
v atomovych procentech z divodu nizké atomové hmotnosti vodiku, ktery by byl pfi
vyjadfeni pomoci hmotnostnich procent vyrazné podhodnocen. Atomové poméry H/C a O/C
uvedené v Tab. 1 predstavuji vhodnou metodu, jak jednodusSe charakterizovat nékteré
fyzikalné-chemické vlastnosti pfirodnich organickych latek tzn. podil aromatickych ci
alifatickych strukturnich jednotek, miru hydrogenace, oxidace nebo dekarboxylace.
Z atomovych poméru lze vycist, ze nejvys$si hodnotu ma 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. -OCHj3.

Tab. 1: Elementdrni sloZeni alginitu (v atom. %), vypoctené atomové poméry H/C a N/C, obsah popela

a celkové vihkosti

elementarni slozeni v atom. % popel vlhkost
vzorek H/C O0O/C N/C
C H N o (hm. %)  (hm. %)
Alginit 18,01 65,50 0,50 1599 364 0,89 0,03 64,37 4,92

Podle hodnot, ziskanych z termogravimetrického zaznamu, je ziejmé, ze alginit obsahuje
velké mnozstvi nespalitelného podilu (tj. popela), coz je zpusobeno pravdépodobné silnou
mineralizaci vzorku anorganickymi sloucCeninami, jako jsou napft. kaolinit nebo illit, které
byvaji béznou soucasti alginitu. Celkova vlhkost alginitu je zpusobena predevsim
adsorbovanou vzdu$nou vlhkosti prostfednictvim 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 valencnim vibracim O-H vazeb v krystalové mifizce kaolinitu anebo
montmorillonitu. Dale lze pozorovat Siroky absorpéni pas v oblasti 3480-3250 cm™' se
specifickym pasem pii 3394 cm™!, ktery je obvykle piipisovan 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 pfisuzovany asymetrickym a symetrickym valen¢nim vibracim C-H vazeb
methylenovych funkénich skupin. Dale si mlzeme vS§imnout absorpniho pasu v oblasti
vlno¢ti 2600-2500 cm™' s maximem specifické absorpce pii 2522 cm™', ktery je pfifazovan

valenéni symetrické vibraci O-H---O vazeb v karboxylovych kyselindach vazanych

35



vodikovymi miistky. Absorpéni pas lokalizovany pii 1816-1770 cm™ je pfipisovan valen¢ni
symetrické vibraci karbonylové C=0 skupiny v aryl-karbonatech. V oblasti kolem 1630 cm™
byl dale pozorovan absorpéni pas pripadajici symetrické valencéni vibract C=0 skupin
v sekundarnich amidech. Velmi vyrazny absorpéni pas muzeme pozorovat v oblasti
1490 cm™, jenZ je pfisuzovan valenénim vibracim C=0 vazeb v uhli¢itanu. Ve FTIR spektru
byl dale lokalizovan velmi intenzivni a ostry absorp&ni pas pii 1037 cm ™!, ktery je zpisoben
pfitomnosti anorganickych slozek, zejména valen¢ni symetrickou vibraci Si—O vazeb
v kaolinitu a montmorillonitu. Pfitomnost kiemicitanovych komponent (Si—O) se projevuje
ive spektralni oblasti pfi 914cm™ a 790 cm™. Tato hypotéza je rovnéz podpotena
zbytkovym popelem, ktery byl stanoven pomoci termogravimetrie. Déle byl v infracerveném
spektru lokalizovan dublet absorpénich pasti pii 883 cm™! a 856 cm™!. Tyto absorpéni pasy
potvrzuji pritomnost anorganickych pfimeési ve vzorku alginitu tj. uhli¢itanovych aniontd. Oba
zminéné pasy odpovidaji deformaénim vibracim C=0 vazeb v COs>". Mulzeme si také
povsimnout absorpéniho pasu, ktery byl identifikovan v oblasti pti 752740 cm™'. Tento pas
je tradicné pripisovan deformacni vibraci C—H vazeb v ortho-substituovanych aromatickych
slouceninach. Zavérem je tedy mozné tvrdit, ze se v infraCerveném spektru alginitu podle
oc¢ekavani projevuji charakteristické spektralni znaky organické hmoty (pfitomnost
aromatickych a alifatickych uhlovodikii) s majoritnim obsahem jilovych mineralt, 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

vinocéet (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
shodé svysledky ostatnich autort [85], ktefi se zabyvali analyzou alginitu. Obsah
izolovanych HL vSak byl stanoven pouze na 0,30 hm. %, pfiCemz HK byly zastoupeny
v majoritnim mnozstvi. Vzhledem k pivodu alginitu je mozné piedpokladat, ze jeho
organicka hmota je majoritné tvotfena kerogenem typu II, ktery je soucasti fas (algae). Jak
totiz bylo zminéno diive, alginit vznikl postupnou sedimentaci odumfelych 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 predpoklad, ze ziskané HL jsou
tvoteny prevazné vodikem, uhlikem, kyslikem a minoritné 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. %) zdavodu silného podhodnoceni obsahu vodiku.
Z vysledka 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§S§im obsahem uhliku a také
kysliku, ktery je obsazen v kyselych funkcnich skupinach, jako jsou karboxylové (COOH),
fenolické (—OH), ketonové (C=0) nebo také alkoxylové (O—CHz3) ¢i etherové. Také si nelze
nepovSimnout, ze pii analyze byl u vzorku FK detekovan vy$si obsah siry v porovnéni se
vzorkem HK. Tato skuteCnost znaci, ze vzorek FK ma ve své chemické struktuie vyssi
zastoupeni hydrofilnich sulfonovych skupin (—=SOs;H). Absence siry u vzorku HU by mohla
byt vysvétlena tim, ze v této diplomové praci byla pouzita GC kolona, kterd umoziuje
stanoveni tohoto biogenniho prvku v minimalni hmotnostni koncentraci 0,5 hm. %. Obsah
dusiku byl u vzorkti HK a FK prakticky totozny. Naopak v ptipadé nerozpustné frakce HU
byl dusik zastoupen ve velmi malém mnozstvi. Rada autord dava ve spojitost obsah dusiku
v HL s mikrobialni ¢innosti béhem procesu humifikace.

Ze ziskanych vysledkd 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
muzeme vidét, Ze atomovy pomér H/C byl nejvyssi u vzorku huminu (HU) a naopak nejniZzsi
uvzorku fulvinové kyseliny (FK). Tento pomér charakterizuje miru dehydrogenace
a aromaticity HL. Z vysledkt tedy vyplyva, ze vzorek FK je charakterizovan vyssi mirou
aromaticity a dehydrogenace nez vzorky HK a HU. Naopak atomovy pomér O/C, ktery nas
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informuje o obsahu kyselych funkénich skupin tj. karboxylovych a fenolickych, byl nejvyssi
pravé v piipadé vzorku FK. Znamena to tedy, ze tato biokoloidni slouCenina ma ve své
struktufe nejvySSi obsah kyselych funkcnich skupin, naproti tomu vzorek HU jich ma
nejméng. Z Tab. 3 lze také vycist, ze vSechny vzorky HL byly charakterizovany pfiblizné
stejnymi hodnotami atomovych poméra N/C, které se pohybovaly v rozmezi ~ 0,05-0,07.
Z toho divodu muzeme usuzovat, ze vzorky HK, FK a HU obsahuji ve svych strukturach
obdobna mnozstvi dusik obsahujicich funk¢nich skupin.

Tab. 3: Elementdrni sloZeni HL izolovanych z alginitu (v atom. %), vypoctené atomové pomery H/C

a N/C, obsah popela a celkové vihkosti

elementarni slozeni v atom. % popel vlhkost
vzorek H/C O/C N/C
C H N (0] S (hm. %) (hm. %)
HK 3484 5255 240 942 0,779 151 0,27 0,07 1,25 6,64
FK 34,84 4838 229 1292 1,57 139 0,37 0,07 25,60 5,58
HU 2765 66,19 149 467 =nnd 239 0,17 0,05 54,60 475

Poznamka: nd — nebylo detekovano.

Z porovnani HL z hlediska obsahu nespalitelného zbytku tj. popela (viz Tab. 3) je zfejmé,
obsahoval vzorek huminu (HU), jehoz obsah nespalitelného zbytku presahoval 54 hm. %.
Nizky obsah popela v pfipadé HK je zptisoben zejména odliSnym postupem pfi izolaci téchto
biokoloidnich sloucenin z pfirodni matrice. Odlisné jsou také jednotlivé purifikacni kroky,
které v ptipadé HK zahrnuji pasobeni smési 0,3M HF a HCI zaucelem dekalcinace
a desilifikace, a také dialyzu na membranach, jejichz cut-off hodnota je < 1 kDa. U izolace FK
probiha purifikace nejprve na koloné s pryskyfici DAX a poté, pii zpétné protonaci, na koloné
s katexem Amberlite IR 120. Pii TGA analyze byla také stanovena vlhkost jednotlivych HL.
Ta se u analyzovanych vzorkd pohybovala vrozmezi 5-7 %, piiCemz nejvyssi obsah
sorbované vlhkosti byl stanoven u vzorku HK. VyS§si hodnoty sorbované vlhkosti u HK a FK
jsou zpusobeny pravdépodobné vysokym obsahem kyselych funkénich skupin, coz nam
dokazuje také atomovy pomeér O/C, ktery byl nejvyssi praveé u téchto zminénych sloucenin.

4.5 UV/Vis spektrometrie HL

Metoda molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti
elektromagnetického zareni (UV/Vis) patfi mezi zakladni instrumentalni techniku pro
charakterizaci rozpusténé organické hmoty a huminovych latek izolovanych z riznych
ptirodnich matric. Ziskané HK a FK byly v této diplomové praci charakterizovany pomoci
absorpCnich koeficientt, které byly vyneseny do sloupcovych grafii. Absorp¢ni koeficienty
E»/E4, E2/E3, E4/Es jsou zobrazeny na Obr. 9 a sloupcovy graf s koeficienty Eg1/Eg, je mozné
vidét na Obr. 10. Naméfena spektra HL vykazovala kvaziexponencialni prubéh, ktery je
charakteristicky pro tyto biokoloidni slouceniny. Z vysledki mizeme vidét, ze pouzité vzorky
vykazuji typické hodnoty absorpcnich koeficienti HL izolovanych ze sedimentarnich
ptirodnich matric.
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Na Obr. 9 Ize vidét, ze absorpni koeficienty E»/E4 a E4/Es (tj. humifikacni index), byly
vyrazné vyssi v ptipadé vzorku FK. Vysoka hodnota absorpéniho koeficientu Ex/E4 sveédci
otom, ze vzorek FK je charakterizovan niz§im stupném humifikace a také niz§i stfedni
molekulovou hmotnosti. Pii porovnani obou izolovanych HL si mizeme v piipadé vzorku FK
v§imnout také vysSiho absorpcniho koeficientu Eo/E;, ktery spole¢né s koeficientem Ey/E4
charakterizuje FK niz§im stupném aromaticity. Nizké hodnoty koeficienti Ea/Es, E»/Es
a E4/Es naopak charakterizuji izolovanou HK vétsi stfedni molekulovou hmotnosti, vys$sim
stupném aromaticity a rovnez také vy§sim stupném humifikace.

E,/E,

absorp¢ni koeficient

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

Ze sloupcového grafu na Obr. 10 lze vycist, ze hodnota absorp¢niho koeficientu Egr/Eg.
byla tentokrat vysSsi pro vzorek HK. Koeficient Egr/Eg, je velmi citlivy k pfitomnosti
polarnich a alifatickych substituenti na aromatickém jadie HL a jeho vyssi hodnota tedy
znamena, ze jsou aromaticka jadra substituovana hydrofilnimi funk¢énimi skupinami, jako jsou
skupiny fenolické (—OH), karboxylové (COOH) nebo karbonylové (C=0). Z nizsi hodnoty
koeficientu Egr/Ep; naopak vyplyva, ze jsou aromatickd jadra HL substituovana prevazné
hydrofobnimi skupinami. Nizky koeficient Ert/Ep, miZze byt také pii¢inou vyskytu méné
substituovanych aromati ve struktufe HL. Pfi porovnani analyzovanych vzorki HK a FK
muzeme tedy konstatovat, Zze aromaticka jadra u vzorku FK jsou vice substituovana
hydrofobnimi skupinami. Naopak vzorek HK je charakterizovan vyssim stupném substituce
aromatického jadra polarnimi funk¢nimi skupinami. Nicméné je zapottebi fici, ze vypoctené
hodnoty tohoto absorpcniho koeficientu jsou hodnotové dosti podobné, a to zejména
z divodu, Ze tento koeficient je schopen reflektovat pouze ty substituenty, které jsou ptitomny
na Ar jednotkdch HL. Jinymi slovy, vySe zminény koeficient neni schopen zohlednit
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ptispévek  vychdzejici  z pfitomnosti  alifatickych  organickych  kyselin, jakkoliv
substituovanymi polarnimi ¢i hydrofobnimi funkénimi skupinami.

1,0

0,8 1

0,6

0.4

0,2 H

0,0
Egr/Eg,

absorpéni koeficient

Obr. 10: Absorpcni koeficienty Erp/Ep. vzorkit 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. Absorpcni pas v oblasti vinoctu
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 muzeme
u HK a FK v§imnout Sirokého absorpéniho pasu v oblasti vlno&td 35003150 cm™!, ktery je
tradi€né pfisuzovan valencnim vibracim O—H vazeb v karboxylovych kyselinach, alkoholech
a jinych strukturnich jednotkach obsahujici —OH skupinu. Eminentni S§irokost tohoto
absorpéniho pasu je rovné€z zpusobena valen¢ni symetrickou vibraci N-H vazeb
v sekundarnich amidech (—-CO-NH-). V pfipadé vzorku HU je tento absorptni pas méné
intenzivni a je lokalizovan v oblasti 3350-3200 cm™!. Déle Ize u vzorku FK zpozorovat méné
intenzivni absorpéni pas v oblasti 2073 cm ™!, ktery je piipisovan asymetrickym vibracim C-H
vazeb v CH3 skupinach. U vzorkd HK a HU je dale lokalizovan absorp¢ni pas v oblasti 2923
resp. 2920 cm™ . Tento absorpéni pas odpovida asymetrické vibraci C-H vazeb v —CHp—
funkénich skupinach. V pfipadé vzorku FK je tento absorpéni pas piitomen v oblasti
2946 cm™!. U vzorkd HK a HU si také mizeme vsimnout absorpéniho pasu v oblasti
2850 resp. 2854cm™!, ktery je piisuzovan symetrickym vibracim C-H vazeb
v methylenovych funkénich skupinach (-CHy—). Dale je ve FTIR spektru vzorki HK a FK
lokalizovéan Siroky absorpéni pas v oblasti 2665-2500 cm™!. Tento absorpéni pas je tradiéné
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pfipisovan valencni symetrické vibraci O—-H-+O vazeb v karboxylovych kyselinach, které
jsou vazané vodikovymi mustky za vzniku dimerni formy —COOH. Hlavni absorpcni pasy
jednotlivych funkénich skupin vzorki HK aFK byly pozorovany v oblasti vinoctu
1800-900 cm™!. V této oblasti byl lokalizovan vyznamny absorpéni pas pii 1709 cm™! pro
vzorek HK a pii 1716 cm™! pro vzorek FK. Tento velmi intenzivni absorpéni pas odpovida
symetrické valencni vibraci C=0 vazeb v karboxylovych kyselinach. Ve spektru dale mtzeme
u viech vzorksi HL zpozorovat absorpéni pas v oblasti 1658 cm™! pro HK a HU a v oblasti
1662 cm™! pro vzorek FK. Zminény absorpéni pas odpovida C=O vibracim v sekundarnich
amidech. U vzorku HK miizeme také vidét absorpéni pas v oblasti 1616 cm™!, ktery je
ptipisovan valencnim symetrickym vibracim C=C vazeb v aromatech. Témto symetrickym
vibracim je rovn&Z piipisovan absorpéni pas v oblasti 1512 cm™'. Dale si ve FTIR spektru
vzorku HU nelze nepov§imnout absorpéniho pasu pii 1570 cm ™!, ktery mlizeme ptifadit
deformacnim vibracim N-H a valen¢nim vibracim C-N vazeb v sekundarnich amidech.
V piipadé vzorku HU byla také lokalizovana dvojice absorpcnich past v oblastech pii 1458
a 1385 cm™'. Absorpéni pas v oblasti 1458 cm™' odpovida deformaénim vibracim C-H vazeb
v methylenovych (—CH»—) a methylovych (~CH3) funk¢nich skupinéach, kdezto pas v oblasti
1385 cm™! je piisuzovan pouze deforma&nim vibracim v methylovych (~CHj3) skupinach.
Absorpcni pasy, odpovidajici symetrickym deformacnim vibracim C—H vazeb v methylovych
(—CH3) skupinach, byly lokalizovany také u vzorki HK a FK. U zminénych HK a FK byly
tyto pasy lokalizovany v oblastech vino&ti 1377 resp. 1380 cm™!. Intenzivni absorpéni pas
v oblasti 1226 cm™', lokalizovany pouze uvzorku HK, je tradi¢né& 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 pfisuzovan
valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb v primarnich alkoholech. Dale si mizeme u stejného
vzorku vSimnout dvou méné intenzivnich absorp&nich pasti v oblastech 835-798 cm™
a 775-740 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 dale povSimnout nékolika dulezitych absorpcnich past. Méné intenzivni
absorpéni pas lokalizovany pii 1414 cm™! je ptipisovan deformacéni vibraci C-O vazeb
v karboxylatovém aniontu. Dalsi vyznamny absorpcni pas, vyznaCeny na Obr. 11, byl
lokalizovan v oblasti 1172 cm™!. Tento pas je zpravidla pfipisovan vazebné vibraci C—C-O
vazeb v alifatickych esterech. Uvzorku FK si také nelze nevSimnout velmi ostrého
a intenzivniho absorp&niho pasu v oblasti 1080 cm™', jenZ je tradiéné& piisuzovan valenéni
symetrické vibraci C—O—C a valencni symetrické vibraci C—O vazeb v alifatickych etherech
a sekundarnich alkoholech. V oblasti deformacnich vibraci aromatickych C-H vazeb si
uvzorku FK miZeme také v§imnout absorp&niho 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 absorp&nich pasti pfi 795-780 cm™' a 760-745 cm™'. Tyto
pasy jsou indikatory ortho- a para-substituovanych aromatickych sloucenin [32; 83; 84; 88;
89].

Z infraCervenych spekter izolovanych HL je ziejmé, ze pouzitd metoda izolace téchto
biokoloidnich latek byla z hlediska jejich kvalitativnich vlastnosti tspéSna. Absorpéni pasy
jednotlivych HL, které pfipadaly raznym funkénim skupinam ¢i strukturnim jednotkam,
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odpovidaly absorpcnim pasum, které byly stanoveny a charakterizovany celou fadou autora

[84; 88; 89; 90; 91].
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Obr. 11: Normalizovand FTIR-DRIFT spektra HL izolovanych z alginitu
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4.7 Fluorescen¢ni spektrometrie HL

Excita¢né-emisni (EEM) spektra HK a FK jsou uvedena na Obr. 12. V EEM spektru vzorku
HK (Obr. 12a) bylo lokalizovano fluorescencni maximum v oblasti vlinovych délek
240-280/400-500 nm (Aex/Aem), které je tradi¢né pripisovano fluoroforu 4 (fulvic-like). Tento
fluorofor je podle mnoha autort typicky pro HL izolované z riiznych pfirodnich matric, kam
zpravidla fadime kaustobiolity, pudni matrice, sedimenty a urCité sladkovodni zdroje jako
jsou feky a jezera. U vzorku FK (Obr. 12b) bylo toto maximum lokalizovano v oblasti
vinovych délek 235-245/430-460 nm (Aex/Aem). Pfi porovnani obou EEM spekter HL lze
konstatovat, ze v pfipadé¢ vzorku FK byl zminény fluorofor A (fulvic-like) lokalizovan pti
kratSich vinovych délkach emise nez u vzorku HK. Rovnéz si mizeme vSimnout, Ze tento
fluorofor mél v ptipadé vzorku FK vyssi intenzitu fluorescence. Obecné plati, ze kratsi emisni
vinové délky a vétsi intenzita fluorescence naméfend v EEM spektrech charakterizuji dany
vzorek niz§im stupném aromaticity a zaroven nizs§i molekulovou hmotnosti. Naopak vyssi
vlnové délky a nizsi intenzita fluorescence /r (CPS) znamenaji, ze je dany vzorek
charakterizovan piitomnosti kondenzovanych aromatickych strukturnich jednotek a elektron-
donornich substituentl, zejména substituentd obsahujicich karbonylové, hydroxylové
a alkoxylové funkcni skupiny. Na zakladé uvedenych vysledkti mizeme tedy konstatovat, ze
vzorek izolované FK je charakterizovan vy§§im 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, niz§im stupném
aromaticity a rovnéz nizSim stupném kondenzace aromatického jadra, s ¢im souvisi také
mensi obsah strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Tento zavér
byl podpoten rovnéz i vysledky z elementarni analyzy a UV/Vis spektrometrie.
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Obr. 12: Excitacné-emisni spektra izolovanych HL a) Alginit HK b) Alginit FK

V piipadé vzorku FK (Obr. 12b) si dale muzeme povSimnout méné intenzivniho
fluorescenéniho 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 pudy, raseliny ¢i sladkovodnich zdroja.
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V ptipadé naSeho vzorku FK souvisi tento fluorofor pravdépodobné s piitomnosti
aromatickych struktur, které jsou vysoce substituovany reaktivnimi funkcénimi skupinami,
zejména pak karboxylovymi (—COOH) skupinami. Vzorek HK naproti tomu neobsahoval
podle EEM spektra zadné dalsi zjevné fluorescencni domény, jako napt. fluorofory C (humic-
like) ¢i fluorofory ne-huminového — mikrobialniho puvodu (#yrosin-like, tryptofan-like).
Z Obr. 12a vsak vyplyva, ze tyto fluorofory mohou byt ve vzorku pfitomny, coz se ostatné
projevilo 1vEEM spektrech organickych frakci HK (viz Obr. 13). Vzhledem
k multikomponentalnimu charakteru a vysoké molekulové hmotnosti vzorku HK maji totiz
potencialni fluorofory podobu piekryvajicich se fluorescenCnich maxim. Za timto tcelem
byla proto v této praci pouzita metoda chromatografie na tenké vrstvé (TLC) [32; 89; 92; 93;
94; 95].

4.8 UV/Vis spektrometrie TLC frakci HL

V naméfenych UV/Vis spektrech nebyly, svyjimkou dvou frakci HK (HKE1 a HKEO),
pozorovany zadné vyrazné spektralni rysy. Pouze v pfipadé€ zminénych frakci HKE1 a HKE6
bylo pozorovéano lokalni absorpéni maximum v oblasti vinové délky 280 nm (viz. Obr. 16).
Absorpéni spektra ostatnich naméfenych vzorkd byla charakterizovana bez jakychkoliv
viditelnych absorpnich maxim a jejich absorbance se kvaziexponencialné zvySovala
s klesajici vlnovou délkou. VSechny ziskané organické frakce absorbuji vyhradné
v ultrafialové oblasti. Absorpce v této oblasti elektromagnetického zatfeni znamena, ze vétSina
pfitomnych typt chromofort obsahuje rizné substituované aromatické struktury.

V Tab. 4 jsou zobrazeny vypoctené hodnoty absorpénich koeficientd pro TLC organické
frakce HK. Hodnoty retardacnich faktora R¢jednotlivych frakci HK jsou zobrazeny v Tab. 10.
Z vysledk muzeme vidét, Zze 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 vyplyvé, ze tyto organické frakce byly charakterizovany vyS§i mirou substituce
aromatického jadra kyslik obsahujicimi funk¢énimi skupinami, jako jsou karboxylové,
hydroxylové, karbonylové a esterové. Naopak nejnizsich hodnot nabyval koeficient Ee1/Eg;
u frakci HKE1 a HKE®, tedy frakci, které, jak jiz bylo zminéno dfive, vykazovaly v UV/Vis
spektrech nejvyssi miru absorpce (viz Obr. 16). Nizké hodnoty koeficientu Egr/Ep, pak
mohou znamenat vyS$$i substituci aromatickych struktur nepolarnimi funkcénimi skupinami
nebo alifatickymi fetézci. Absorpéni koeficienty Ez/Es a Es/E4 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 nejniz§imi hodnotami téchto koeficienti. Lze tedy predpokladat, ze tyto
frakce maji vysokou molekulovou hmotnost a jsou charakterizovany vysokym stupném
aromaticity. Naopak frakce, lokalizované na obou koncich TLC chromatogramu (HKEI1
a HKEO), jsou charakterizovany velmi nizkou molekulovou hmotnosti a jsou, v porovnani
s ostatnimi frakcemi, vice alifatické.
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Tab. 4: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientii pro organické frakce HK

Organicks frakee Absorp¢éni koeficienty

HK E2/E3 E2/E4 Er1/Es,
HKE1 6,83 19,63 0,17
HKE2 3,41 9,67 0,48
HKE3 3,25 7.80 0,32
HKE4 425 13,60 0,33
HKES5 4,58 15,71 0,41
HKE6 18,60 53,14 0,10

V pripadé organickych frakci FK muzeme vidét (viz Tab. 5), ze koeficient Egr/Ep,,
charakterizujici miru substituce aromatického jadra polarnimi skupinami, mél nejvyssi
hodnotu u frakce lokalizované u ¢ela TLC chromatogramu (FKE1). Hodnoty retardacnich
faktori Ry jednotlivych frakci FK jsou uvedeny v Tab. 11. Mizeme si také vSimnout, ze
hodnota zminéného absorpcniho koeficientu stoupala se zvySujicim se retardacnim faktorem
Rrjednotlivych organickych frakci 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 FKE©6) naopak obsahovaly vét§i mnozstvi aromatickych struktur, jez byly
substituovany nepolarnimi skupinami, jako jsou zejména methylové (—CHs) skupiny.
Hodnoty absorpcnich koeficientd Ey/Es a E»/Es4 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. Pti porovnani frakci HK a FK
si 1ze také vSimnout, ze frakce FK byly charakterizovany uzsim rozpétim hodnot absorp¢nich
koeficientd E2/E3 a Ea/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 supramolekularnich asociaci.
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Tab. 5: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientii pro organické frakce FK

Organicka frakee Absorp¢éni koeficienty

FK E2/E3 E2/E4 Er1/Es,
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 3,61 721 0,54
FKEG 2.32 3,36 0,58

Absorpéni koeficienty organickych frakci nerozpustného HU jsou zobrazeny v Tab. 6
a hodnoty retardacnich faktord R¢ jednotlivych frakci HU muazeme vidét v Tab. 12.
Z vysledku je patrné, ze hodnota absorpéniho 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 desti¢ce eluovany nejrychleji, jsou charakterizovany nizsi polaritou,
a tedy niz§i substituci aromatického jadra kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami, jako jsou
karboxylové, hydroxylové, karbonylové a esterové. Jisté posloupnosti si muzeme také
vSimnout u absorpCnich koeficienti E»/Es a Ea/Es4, jejichz hodnota roste se zvySujicim se
retardacnim faktorem Ry Na zakladé téchto vysledka lze konstatovat, ze organické frakce
HU, které¢ byly lokalizovany v blizkosti ¢ela TLC chromatogramu, jsou charakterizovany
niz8i stfedni molekulovou hmotnosti a niz§im stupném aromaticity. Pfi pohledu na uzké
rozpéti hodnot absorpcnich koeficienti E2/Es (2,14-3,83) a E2/E4 (3,49-7,67) muzeme rovnéz
konstatovat, ze vzorek HU byl charakterizovan nejnizs§i polydisperzitou konstitu¢nich
jednotek spoluvytvarejicich supramolekuly, ze vSech z alginitu izolovanych HL.

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

Organicka frakce Absorp¢ni koeficienty

HU E2/E3 E2/E4 Er1/Es,
HUE1 3,83 7,67 0,40
HUE2 2,75 5,50 0,41
HUE3 2,55 4,67 0,44
HUE4 2,36 473 0,50
HUES 2,14 3,49 0,60
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4.9 Fluorescen¢ni spektrometrie TLC frakci HL

Excita¢né-emisni spektra jednotlivych TLC frakci vzorku HK jsou zobrazena na Obr. 13.
V Tab. 7 jsou pak uvedeny presné hodnoty excitacnich a emisnich vlnovych délek pro
jednotlivé fluorescenéni domény ziskané z EEM spekter frakci HK. Fluorescen¢ni maxima
byla lokalizovana v UV oblasti excita¢nich vinovych délek (tj. UVA, UVB a UVC oblast
spektra) v rozmezi 240-390 nm. U emisnich vinovych délek byla fluorescenéni maxima
pfitomna v oblasti 300-510 nm. V EEM spektru si také muzeme vSimnout Rayleighova
rozptylu prvniho a druhého fadu, ktery se zde objevuje ve forme dvou diagonalnich car. Jak je
ziegmé z Obr. 13, organické frakce HK, analyzované v této praci, vykazuji typicka
fluorescen¢ni maxima HL a DOM izolovanych z kaustobiolitd. V EEM spekter vSech frakci
HK si muizeme vSimnout fluorescencniho maxima v oblasti vinovych délek
240-260/400-480 nm (Aex/Aem), které je tradicné€ pfipisovano fluoroforu A (fulvic-like).
Z namétenych vysledki vyplyva, Ze srostouci elucni rychlosti na TLC chromatogramu
dochazi v pripadé téchto fluorofori k Cervenému posunu fluorescencniho maxima
tzn. red-shift. Tento bathochromni posun muze byt zptisoben 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 fluorescen¢ni domény, které byly lokalizovany v oblasti  humic-like
(300—400/400-500 nm) (Aex/Aem). Tyto méné intenzivni fluorescenéni maxima byla oznacena
C1(290-300/410—-445 nm), (2 (330-350/410-470 nm) a (C3(350-390/415-510 nm)
(Aex/hem). Jelikoz byly HL izolovany =z alginitu, ktery wvznikl postupnou sedimentaci
odumfelych kolonii fas (algae), 1ze fluorofor C7 (290-300/410—445 nm) (Aex/Aem) povazovat
za marine-like. Tento fluorescenni pik je mnohymi autory povazovan typické fluorescencni
maximum HK izolovanych z pobfeznich a mofskych sedimenti. Obecné krat$i hodnoty
emisnich vinovych délek u fluorofor 4 a C/ mohou byt spojeny s nizkomolekularnimi
slozkami nebo sjednoduchymi aromatickymi strukturami, které obsahuji 1-3 benzenova
jadra. Podle nékterych autorti [92] 1ze oblast 4 pfipsat nejen aromatickym systémum, ale také
lipidam, jako jsou napfiklad steroidy. Naproti tomu fluorofory C2 a (3, které jsou
lokalizovany pifi vy$Sich vinovych délkdch emise (nad 430 nm), budou pravdépodobné
spojeny s aromatickymi strukturami se tfemi a/nebo Ctyfmi benzenovymi jadry. Na zakladé
ziskanych vysledkli mizeme také konstatovat, ze frakce HKEG, ktera je charakterizovana
niz§im obsahem rozli¢nych fluorescencnich domén, je v porovnani s ostatnimi organickymi
frakcemi HK charakterizovana niz§i “molekularni” heterogenitou. Rovnéz si muazeme
v ptipadé frakci HKE2 a HKE3 povsSimnout nizkych hodnot /r (CPS) a také absorpc¢nich
koeficientd E»/Es a Eo/E4 (Tab. 4), které charakterizuji tyto dvé frakce vysokou molekulovou
hmotnosti.

V EEM spektru vSech organickych frakci HK byla dale lokalizovana fluorescenc¢ni
maxima ne-huminového — mikrobialniho ptavodu. Tato fluorescencni maxima byla
lokalizovana v tzv. oblasti H (250-320/300-380 nm) (Aex/Aem), ktera je tradiéné piisuzovana
vedlejsim produktim rozpustnych sloucenin mikrobialniho pavodu. 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 mizeme vidét na Obr. 13 a v Tab. 7, v EEM spektrech byly
v oblasti H lokalizovany i konkrétni fluorofory, které jsou produkovany na zaklade biologické
aktivity mikroorganismu, jez maji svij puvod v latkach, jako jsou aminokyseliny tyrosin
a tryptofan. V pripadé frakci HKE1, HKE3, HKE4 a HKE6 bylo pozorovano fluorescencni
maximum Vv oblasti 250-285/310-325 nm (Aex/Aem), které odpovida fluoroforu B (#yrosin-
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 jedna o fluorofor 7 (tryptofan-like).
Ostatni fluorescenéni maxima vyskytujici se voblasti H pak odpovidaji blize
nespecifikovanym fluoroforim produkovanym na zakladé mikrobialni aktivity v pribéhu
humifikacniho procesu [32; 89; 92; 93; 94; 95].
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Obr. 13: Excitacné-emisni (EEM) spektra TLC frakci izolované HK
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Tab. 7: Lokalizace excitacné-emisnich délek jednotlivych fluoroforii u organickych frakci HK

Oblast fluorescenéniho maxima

A C H

Organicka
frakce HK C1 C2 C3 B T

Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em Ex/Em
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)

HKEI1 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

HKEO6 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
v Tab. 8 VEEM spektrech vsSech frakci FK muzeme zpozorovat fluorescencni
maximum A (fulvic-like),  které  bylo lokalizovano v oblasti  vlnovych  délek
240-280/405-470 nm (Aex/Aem). Podobné jako u frakci HK (viz Obr. 13) si miizeme v§imnout,
ze srostouci elu¢ni rychlosti na TLC chromatogramu dochazelo v pfipadé fluoroforti A
k bathochromnimu posunu fluorescen¢niho maxima (red-shift). Obecné delSi emisni vinové
délky mohou naznacCovat ptitomnost aromatickych struktur, které jsou substituovany elektron-
donornimi substituenty. Spolu s vysledky z UV/Vis spektrometrie resp. hodnotou koeficientu
EEer/Eg, (viz Tab. 5) lze predpokladat, ze frakce FKE1 obsahuje aromaticka jadra, ktera jsou
siln€ substituovana karbonyl obsahujicimi funk¢énimi skupinami, jakoz i —OCHs, —OH, —NHo.
Naproti tomu nizka intenzita fluoroforu 4 u frakce FKE6 znamena, ze je tato frakce
charakterizovana vys$sim obsahem kondenzovanych aromatickych struktur.

Dale byl v EEM spektrech vSech frakci, kromé frakce FKE1, lokalizovana fluorescenc¢ni
maxima v oblasti humic-like (290-360/405-470 nm) (Aex/Aem). U frakce FKE1 byly v této
oblasti pozorovany pouze nevyrazna raménka bez zjevného maxima. Fluorescenéni maxima
humic-like u ostatnich frakci byla opétovné oznafena jako (/7 (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 muzeme doménu C/ opét oznalit jako marine-like. Tento fluorofor je
tradi€né lokalizovan v oblasti 290-310/370—410 nm (Aex/Aem) @ je povazovan za prekurzor
terestrialniho fluoroforu C (humic-like). Z vysledki uvedenych v Tab. 8 Ize jako v pfipade
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frakci HK pifedpokladat, ze fluorofory 4 a C/ jsou vzhledem ke svym nizkym vlnovym
délkam emise tvoreny nizkomolekularnimi slozkami ¢i jednoduchymi aromatickymi
strukturami obsahujici 1-3 benzenova jadra na konstituéni jednotku. Oblast A (fulvic-like)
muze byt rovnéz piipisovana také lipidam, jako jsou napiiklad steroidy. Naopak fluorofory
C2 a (3, které se vyskytuji pfi vilnovych délkach emise vysSich nez 430 nm, jsou s velkou
pravdépodobnosti spojeny s aromatickymi strukturami se tfemi a/nebo Ctyfmi benzenovymi
jadry. Déle si nelze nevSimnout, ze v§echny tii humic-like fluorofory (C/—(C3) byly pfitomny
pouze v piipadé€ frakci FKES a FKEG6, z ¢ehoz lze usuzovat, ze pravé tyto dvé frakce byly
v porovnani 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 svédc¢i o nizké molekulové hmotnosti téchto frakci. Tyto vysledky
jsou v dobré shod¢ s absorpnimi koeficienty E2/Es a Eo/Eas, které jsou uvedeny v Tab. 5.

V EEM spektrech vSech frakci FK byly také ptfitomny fluorofory proteinového
(mikrobialniho) charakteru. Tyto ne-huminové fluorofory byly, jako v pfipadé frakci HK,
lokalizovany v oblasti H (250-320/300-380 nm) (Aex/Aem), kterd je pfipisovana vedlej§im
produktim rozpustnych sloucenin mikrobialniho pivodu. Oblast H je navic, jak jiz bylo
zminéno diive, charakterizovana vyskytem jednoduchych aromatickych struktur, jez jsou
substituovany elektron-donornimi skupinami, tj, methoxylovymi a alkoxylovymi skupinami.
V ptipadé frakci FKE1 a FKEO6 bylo v této oblasti lokalizovano fluorescencni maximum
B (tyrosin-like) pti vinovych délkach 270/290-315 nm (Aex/Aem). U ostatnich TLC frakei FK
byly voblasti H pozorovany pouze nevyrazna raménka bez zjevného fluorescencniho
maxima. Tato raménka odpovidaji s nejvétsi pravdépodobnosti blize nespecifikovanym
fluoroforim, které jsou produkovany na zakladé mikrobialni aktivity v prabéhu
humifikac¢niho procesu. Mizeme 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 fluorofori u organickych frakci FK

Oblast fluorescenéniho 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

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

FKEo6 245/425 300/420 335/430 350/440 270/290

260/420

Excita¢né-emisni spektra organickych frakci HU jsou zobrazena na Obr. 15. V Tab. 9 jsou

poté opét uvedeny presné hodnoty excitatnich a emisnich vlnovych délek pro jednotliva
fluorescen¢ni maxima ziskana z EEM spekter frakci HU. Uz pfi prvnim pohledu na EEM
spektra téchto frakci muzeme vidét, ze jsou v nich majoritn€ zastoupeny fluorofory ne-
huminového charakteru. Jinymi slovy jde o fluorofory, které jsou produkovany na zaklade
biologické aktivity —mikroorganismt, jez maji pavod v latkach, jako jsou
aminokyseliny tyrosin a tryptofan. V pfipadé frakci HUE1-HUE3 je v oblastt H
(250-320/300-380 nm) (Aex/Aem) lokalizovano fluorescencni maximum pri
240-265/300-320 nm (Aex/Aem), které lze pripsat fluoroforu B (tyrosin-like). Mizeme také
predpokladat, ze v piipadé méfeni EEM spekter od excitacni vinové délky 200 nm by u vSech
frakci HU bylo mozné lokalizovat zjevné fluorofory v oblasti mikrobialné derivovanych
sloucenin.

Dale si pii pohledu na jednotliva EEM spektra frakci HU muzeme povsimnout, ze u vSech
frakci bylo lokalizovano fluorescencni maximum C/ v oblasti Aumic-like. Vzhledem
k nizkym excitanim a emisnim vinovym délkdm 290-310/390-430 nm (Acx/Aem) j€ mozné
toto maximum pfipsat fluoroforu M (marine-like), tedy fluoroforu, ktery je pokladan
za typické fluorescencni maximum HL izolovanych z pobifeznich a moiskych sedimentt.
Pouze v pfipadé 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 vysledkt je tedy zfejmé, ze srostouci elucni rychlosti bylo zastoupeni

52



huminovych fluoroforti u jednotlivych frakci nizsi, naopak ale nartstalo zastoupeni fluorofort
mikrobialniho (proteinového) puvodu. To ostatné mizeme vidét i na TLC diagramu HU
na Obr. 21, kde u frakce HUE1 dochazi k nejvétsi emisi zafeni zdivodu pfitomnosti
sloucenin proteinového puvodu. 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 funk¢nich skupin a je tedy charakterizovan vyssi afinitou k silikagelu. Tento
vysledek je v dobré shodé s absorpcnimi koeficienty Egr/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 izolovaného HU
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Tab. 9: Lokalizace excitacné-emisnich délek jednotlivych fluoroforii u organickych frakci HU

Oblast fluorescenéniho maxima

L, C H
Organicka
frakce HU C1 C2 B
Ex/Em (nm) Ex/Em (nm) Ex/Em (nm)
HUE1 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, predevsim
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 zakladé postupu mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS).
Fyzikalné-chemicka charakterizace byla provedena nejprve u pavodniho vzorku alginitu
za vyuziti elementarni analyzy (EA), termogravimetrie (TGA) a infracervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR). HL, ziskané z alginitu, byly néasledné charakterizovany
metodami elementarni analyzy (EA), termogravimetrie (TGA), infracervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR), molekulové absorpcni spektrometrie (UV/Vis)
a fluorescencni spektrometrie v ustaleném stavu. Po frakcionaci metodou TLC byly jednotlivé
frakce HK, FK aHU déale charakterizovany pomoci metod molekulové absorpéni
spektrometrie (UV/Vis) a fluorescencni spektrometrie v ustaleném stavu.

Elementarni analyza alginitu potvrdila, ze je tato pfirodni matrice tvofena prevazné
uhlikem, vodikem, kyslikem a minoritné dusikem. Z atomovych poméra H/C a O/C poté
vyplyvalo, ze je vzorek charakterizovan zna¢nou mirou hydrogenace a také velkym
zastoupenim strukturnich jednotek, které jsou substituovany kyslik obsahujicimi funk&nimi
skupinami, jako jsou karboxylové, fenolické ¢i alkoxylové. Pomoci termogravimetrické
analyzy a infraCervené spektrometrie alginitu bylo dale zjiS§téno, ze je vzorek silné
mineralizovan anorganickymi slouc¢eninami, jako jsou kaolinit, illit ¢t montmorillonit. Alginit
dale obsahoval 30,71 hm % celkové organické hmoty, z toho vSak pouze 0,30 hm % tvofily
HL. Vzhledem k puvodu alginitu je mozné piedpokladat, ze jeho organicka hmota je
majoritne tvorena kerogenem typu I, 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 vzorki HK a FK byla rovnéz
v minimalnim mnozstvi zastoupena sira. Celkoveé Ize z vysledki konstatovat, ze vzorky HL
vykazuji typické prvkové slozeni HL izolovanych z dnovych sedimentii. Z atomovych
poméru bylo poté prokazano, ze vzorek FK byl, v porovnani s HK a HU, charakterizovan
vy$si mirou dehydrogenace a také vySSim obsahem kyselych funkénich skupin
tj. karboxylovych a fenolickych. Pomoci metody UV/Vis spektrometrie byl naopak vzorek
HK charakterizovan vys§sim stupném humifikace, vysSim stupném aromaticity a rovnéz veétsi
sttedni molekulovou hmotnosti. TGA analyza déale odhalila niz§i obsah popela u izolované
tomu obsah popela u vzorku FK dosahoval téméet 26 hm. %. Vyssi obsah popela ve vzorku FK
byl pravdépodobné zpusoben vynechanim purifikace izolovanych FK za pouziti smési HCI a HF.
U vzorku HU byl obsah popela nejvyssi (~ 55 hm %), coz vSak lze povazovat za pomérné
ocekavany vysledek 1ztoho davodu, Zze se v infraCerveném spektru tohoto vzorku projevily
absorp¢ni pasy charakteristické pro jilové mineraly, jako jsou kaolinit a montmorillonit. Cenné
informace byly ziskany také diky vysledkim fluorescencni spektrometrie, které
charakterizovaly vzorek FK vétsim mnozstvim hydroxylovych, alkoholovych a karbonyl
obsahujicich funkénich skupin (-COOH a-NH-CO-). Vzorek HK byl naproti tomu
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charakterizovan vys$im stupném kondenzace aromatického jadra a také vySSim obsahem
strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb.

Z vysledka 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 molekulovda hmotnost a stupen aromaticity az
do samotného sttedu TLC chromatogramu, kde tyto hodnoty byly nejvyssi (HKE3, HKE4).
Od stfedu chromatogramu poté u frakci HK nasledoval pokles téchto charakteristickych
vlastnosti. Naproti tomu u vzorku FK klesala molekulova hmotnost 1 stupenl aromaticity az
do stfedu TLC chromatogramu (FKE3, FKE4), odkud poté nasledoval narast téchto vlastnosti
az do ukonCeni TLC zaznamu. U frakci HU byl zaznamenan pokles stupné aromaticity
a molekulové hmotnosti se zvysSujici se elucni rychlosti. Rovnéz 1ze konstatovat, ze frakce FK
byly charakterizovany velmi tizkou distribuci stfedni molekulové hmotnosti. Dale byl u frakci
FK pozorovan se zvySujici se rychlosti eluce narst aromatickych struktur substituovanych
polarnimi skupinami, zatimco u frakci HU byly frakce s nejdelsi vzdalenosti od startu TLC
chromatogramu charakterizovany vys§i substituci aromatickych struktur nepolarnimi
skupinami. U vzorku HK byly nizkou polaritou charakterizovany frakce na obou koncich
TLC zaznamu, tedy HKE1 a HKE6.

Béhem meéfeni fluorescencnich spekter vykazovaly vSechny studované vzorky odpovidajici
fluorescenéni maxima HL izolovanych z terestrialnich pfirodnich matric. Na zakladé
naméfenych vysledki bylo u HK a FK zjisténo, ze s rostouci elucni rychlosti na TLC desticce
dochazi v pripadeé fluoroford A (fulvic-like) k vyraznému Cervenému posunu (red-shift)
fluorescen¢niho maxima. Tento posun je pravdépodobné zptisoben pfitomnosti aromatickych
struktur, které jsou substituovany elektron-donornimi substituenty, zejména substituenty
obsahujici karbonylové, hydroxylové a alkoxylové funkéni skupiny. V piipadé vzorku HU
bylo rovnéz zjisténo, ze nejvyssi afinitu k silikagelu vykazovaly fluorescencni domény humic-
like, které byly bohaté substituovany reaktivnimi funkcnimi 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 pochézejicich
z pobieznich a morskych sedimenti, a ktery jen potvrzuje vznik alginitu postupnou
sedimentaci odumfelych kolonii fas (algae). U jednotlivych frakci HL byly kromé
huminovych fluorofori pozorovany také fluorofory mikrobialniho (proteinového) ptvodu.
Pritomnost téchto fluorofori koreluje svysledky zUV/Vis spektrometrie, konkrétné
s vyskytem aromatickych struktur, které jsou substituovany semipolarnimi skupinami
(koeficient Egr/Ep;). Tento vysledek lze wvysvétlit tim, ze fluorofory ne-huminového
charakteru jsou produkovany na zaklade biologické aktivity mikroorganismu, jeZ maji pivod
v latkach, jako jsou aminokyseliny tyrosin a tryptofan, které obsahuji ve své strukture méné
polarni aminovou skupinu v porovnani se siln¢€ hydrofilnimi skupinami ~COOH, —OH apod.

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

DOM rozpusténa organicka hmota (Dissolved Organic Matter)
DOSY Diffusion Ordered Spectroscopy

DRIFT difuzni reflektance

EA elementarni analyza

EEM excitatné-emisni matice (spektra)

FK fulvinova kyselina

FKE frakce fulvinové kyseliny

FTIR infraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci
GC plynova chromatografie

HK huminova kyselina

HKE frakce huminové kyseliny

HL huminové latky

HU humin

HUE frakce huminu

IHSS mezinarodni spolecnost pro vyzkum huminovych latek
oM organicka hmota

PCB polychlorované bifenyly

POM Casticova organicka hmota

PVC polyvinylchlorid

SOM pudni organicka hmota

TGA termogravimetricka analyza

TLC chromatografie na tenké vrstvé

UV/Vis ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zareni



8 PRILOHY

Obr. 16: Vzorky vysrazenych HK (vlevo) a jejich ndslednd dialyza proti deionizované vodeé (vpravo)

Obr. 17: Adsorpce FK na pryskyrici DAX-8 (vievo); zpétna protonace roztoku FK pomoci pryskyrice
Amberlite (vpravo)
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Obr. 19: TLC chromatogram vzorku HK pri dennim svétle (vievo) a pod UV zdrenim v pozorovaci

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

komore (vpravo)

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

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

Organicka frakce HKE6 HKES HKE4 HKE3 HKE2

HKE1

HK
R¢ 0,13 0,24 0,42 0,74 0,86 1,00
Tab. 11: Retardacni faktory organickych frakci FK
Organicka frak
rga"';é‘ rake®  FKE6¢ FKES FKE4 FKE3 FKE2  FKEI
R¢ 0,19 0,28 0,55 0,64 0,77 1,00
Tab. 12: Retardacni faktory organickych frakci HU
icka frak
Orga"';g rakee  Hurs 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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