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ABSTRAKT

Hlavnim cilem diseréni prace bylo studium fyzik&achemickych vlastnosti huminovych
latek (HL) prostednictvim modernich instrumentalnich technikedétem studia této
disert&ni prace byly HL izolované z jihomoravského lignijino¢eské raseliny, lesniady
Humic Podzol a extraktu h&dé mdské fasy Ascophyllumnodosum S ohledem na poznani
struktury a reaktivity &chto unikatnich bBiokoloidnich” slowenin byly mimo jiné studovany

i standardy, které jsou dodavany mezinarodni $poki pro vyzkum huminovych latek tzn.
Leonardite HK, Elliott Soil HL a Pahokee Peat HLa Zimto @&elem byly veSkeré HL
charakterizovdny pomoci elementarni analyzy (EAplekulové absormi spektrometrie

v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetétio z&eni (UV/Vis), infra&ervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR).ekspmetrie nuklearni magnetickeé
resonance isotopu uhliké’C (LS *C NMR), ustalené #asow rozlisené fluoresceni
spektrometrie. Z nasienych fluorescaemich, UV/Vis a**C NMR spekter byly vypieny
fluorescekini indexy, absormi koeficienty, hodnoty specifickych absorbancitralgurni
parametry, které byly vyuzity k zakladni charaktedi €chto ‘biokoloidnich” slowenin.
Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaca Ipguzita k identifikaci fundnich
skupin a strukturnich jednotek studovanych HL. Vaeb “otisku palce” tzv.fingerprintu
komplikuji identifikaci infra&ervenych spekter HLipkryvajici se absoipi pasy jednotlivych
funkénich skupin. Tento problém bigSen pomoci Fourierovy autodekonvoluce. Stacionarni
fluorescekini spektrometrie byla vyuZzita k detaijgi charakterizaci pouzitych HL s ohledem
na poznani jejich jvodu, jednotlivych strukturnich jednotek, mnoZstsiibstituent
uplatiujicich elektron-donorni a elektron-akceptorni g&fetbsahu reaktivnich fukhich
skupin, “molekuléarni” heterogenity, stuphumifikace aj. Pomoci upravené Stern-Volmerovy
rovnice byly ziskany parametry komplexace viotliott Soil s Cd*, PF* a Hf" ionty,
které jsou zakladnimi kritérii posouzeni reaktivigghto “biokoloidnich” slowenin. Klicovou
oblast celé disertai prace pak tvid casow rozliSena fluoresceni spektrometrie. Poprvé je
zde pouzita metoda tzvrasow rozliSenych pes plochu normalizovanych spekter (TRANES),
ze kterych lze uiit, zda pozorovana emise HL pochazi ze débwuice emisnich jednotek,
nebo pouze z jedné. Ziiehu ¢asov rozliSenych emisnich spekter (TRES) bylo usuzovano
o viskozit mikroprostedi okolo excitovanych fluoroférHL.

KLi COVA SLOVA

huminové latky, van Kreveleneho diagram, ab&orgkoeficienty, Fourierova autodekon-
voluce, fluoresceni maxima, reaktivita, komplexacé’C NMR spektrometrie, isoemisni
bod, hydrofobni domény
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ABSTRACT

The main aim of doctoral thesis is the study on spiochemical properties of humic
substances (HS) by modern instrumental techniqliese. subject of the study were HS
isolated from South Moravian lignite, South Bohemeat, forest soiHumic Podzoland
finally extract from brown sea alg@ecophyllumodosumWith respect on determination of
structure and reactivity of these uniguleidtolloids”, standard sampled.donardite HA,
Elliott Soil HS andPahokeePeatHS) were also studied. These samples were obt&ioed
International Humic Substances Society (IHSS).mdIntioned substances were characterized
by elemental analysis (EA), molecular absorptioecsscopy in ultraviolet and visible
region (UV/Vis), infrared spectroscopy with Fourteansformation (FTIR), nuclear magnetic
resonance spectroscopy of carbon isotde(LS **C NMR), steady-state and time resolved
fluorescence spectroscopy. Obtained fluorescen®éyis and **C NMR spectra were used
for calculation of fluorescence and absorption xe3e values of specific absorbance and
structural parameters respectively, which were deeflundamental characterization of these
“biocolloidal” compounds. Infrared spectroscopy withufter transformation was utilized for
the identification of functional groups and struefuunits of HS. Evaluation of infrared
spectra is quiet complicated by overlapping of ghison bands especially in fingerprint
region. This problem was overcome by Fourier selfethvolution (FSD). Steady-state
fluorescence spectroscopy was used for deeperatbaration of HS with respect to origin,
structural units, amount of substituents with etmttdonor and electron-acceptor effects,
content of reactive functional groups, “moleculagterogeneity, the degree of humification,
etc. Parameters of complexation of samplkistt Soil with heavy metal ions (Gt} PE* and
Hg?") were obtained by using modified Stern-Volmer ¢igua These ions were chosen
purposefully, because the interaction of HS withsthions is one of the fundamental criteria
for the assessment of the reactivity of HS. Keyt pérthe whole doctoral thesis is time-
resolved fluorescence spectroscopy. It is ableeterchine the origin of emission of HS by
method Time-Resolved Area Normalized Emission $pe(TRANES). The viscosity of
micro medium about excited fluorophores of HS watednined by Time-Resolved Emission
Spectra (TRES).

KEYWORDS

humic substances, van Krevelen diagram, absorpbefficients, Fourier self-deconvolution,
fluorescence maxima, reactivity, complexatid?GC NMR spectroscopy, isoemission point,
hydrophobic domains
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1 UvOoD

Tradiéné jsou huminové latky (HL) pokladany zaitkoloidni” sloweniny, které spolag
s ostatnimi frakcemi DOM[Ojssolved Organic Matter) tvori nedilnou sotést organické
hmoty (OM). Jestlize si wdomime, kde vSude se&rtito latkami mizeme setkat, jedné se
bezesporu o nejvice rogsiny organicky material na zemském povrchu. Jedrofiakce HL
(HK = huminové kyseliny, FK — fulvinové kyselinyaneposlednfadé nerozpustné huminy)
se ve svémifrozeném prosedi vyskytuji v éiznych formach. V firodnich ekosystémech se
HL nejcastji vyskytuji v pevné, nerozpudié forng, kde jsou sotasti tzv.
organomineralniho komplexu, nebo se mohou nachézdorme koloidnich roztok (jako
hlavni frakce rozpus8hého organického uhliku DOGimzerg se vyskytujiciho vipdnich
a vodnich ekosystémech). Pozoruhodné vlastnostiddh. DOM (sam@steéni a vazba CQ
v pudg, pufrovaci a sofmni schopnost, biologicka aktivita, ...) jsou lidsk#oknosti znamy
jiz n¢kolik desetileti, vzhledem k tomu, Ze je publikosamnoho odbornych praci, které se
vénuji této problematice. | kdyz je studiu HL stalmevana znénacast wdeckého zajmu, je
znalost struktury &hto latek, steji jako ligninu doposud ne zcela objasa. Obec#
muzZemerici, Ze¢im vice nejasnosti se objevuje v otazkach strukduggneze HL resp. DOM,
tim vice je zn&nacast ¥deckého zajmu fokusovana na oblasti aglikho potencialuéchto
latek v nejfiznéjSich oblastech lidsk&nnosti, @ uz se jedna o pmysl, zengdélstvi, ochranu
Zivotniho prostedi¢i biomedicinskych aplikaci.

Pro studium budoucich aplikaci je nezl¥ytmutna znalost struktury a reaktivitgchto
unikatnich biokoloidnich” slowenin. Jeden z moznych igohi predstavuje vyuZziti
nedestruktivnich analytickych metod: molekulova cap&ni spektrometrie v ultrafialové
a viditelné oblasti (UV/Vis), infréervena spektrometrie s Fourierovou transformaciRIiT
13C spektrometrie nuklearni magnetické rezonanti NMR), ustdlend (steady-state)
acasow rozliSena fluoresceémi spektrometrie. Obeémam tyto spektrometrické techniky
poskytuji mnoho cennych informaci tykajicich selgtury, reaktivity a fyzikala-chemickych
vlastnosti HL a DOM.
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2 TEORETICKE ZAKLADY
2.1 Huminové latky a rozpuSi&na organickd hmota

V avodnich ¢astech tematickych monografii a odbornych publigaoie konfrontovani
zemském povrchu. Toto tvrzeni nabyva dogmatickérmiru, pokud si uedomime, kde
vSude se mito latkami nizeme setkat. Huminové latky jsou majoritni &&sti mdni
organické hmoty, row¥ se vyskytuji \kaustobiolitech(sedimentech organickéhdiyodu)

a terestridlnich matricich. V niZzSich koncentradehaké vyskytuji ve vodach sladkovodnich
i podzemnich ataké jsou s@sti gimorskych sedimerit [1-4]. Jejich pitomnost byla
dokazéna v gastrointestinalnich traktech a kri@dpvsim teplokrevnych Ziwwha [5].

V dusledku tohoto zjighi miZzeme konstatovat, Zze HL jsou sasti Zivé i nezivé ifrody.
Toto tvrzeni je podpeno faktem, Ze HL byly row izolovany z bu&nych pletiv higdé
rasyPilayellalittoralis aj. [6—7].

Huminové latky jsou firodni organické slaieniny, které vznikaji neéastji chemickym
a biologickym rozkladem organické hmoty (tj. zhytkostlinnych a zZivéisSnych €l)
a syntetickowinnosti mikroorganisiin Tento proces je obeg¢mazyvan jako humifikace [8].
Obsah HL v pirodnich matricich kolisa od stopovych mnoZzstveKpj jily), pes jednotky
procent (BZné zeminy) aZz k desitkhm procent i@ uhli). Mimdadre vysoky obsah
huminovych latek vykazuji tsda uhli (lignit, leonardit a oxyhumolit) a raSelin@aoto se tyto
uvedené firodni matrice jevi jako vhodné zdroje HL pro nagetické aplikace. V mnoha
odbornych publikacich se uvadi, Ze celkovy obsdtkulve forms HL je aZ 610" tun, coZ ve
srovnani s celkovym obsahem organického uhliku vycki organismech (Z0™ tun)
prevysuje tens desetkrat [9].

2.1.1 Roz@leni huminovych latek

Prvni relevantni roztleni huminovych latek bylo fpdloZzeno Svédskym chemikem
Berzeliusem roku 1839, ktery ro#tidl a klasifikoval HL do ti kategorii na zaklad
rozpustnosti jednotlivych frakci HL v alkalickénmkgselém prosedi [10]. Na jeho poznatky
navazal Mulder, ktery doplnil jeho teorii ra#eni HL o vlastnosti popisujici barevnost
a jejich rozpustnost vifslusnych rozpoustllech.

Dle acidobazické rozpustnosti resp. nerozpustmgfieme HL rozdlit do nasledujicich
kategorii, které odpovidaji jednotlivym zakladnirakicim HL.:

fulvinové kyseliny (FK), tato frakce HL #stdva v okyseleném vodném roztoku daného
vyluhu, tzn., jsou rozpustné v celém rozsahu pH;

huminoveékyseliny(HK), jsou nerozpustné za silikyselych podminek (koaguluji) a velmi
malo rozpustné ve vedyv alkalickém prosedi jsou HK rozpustné;

huminy(HU), jsou nerozpustné a proto je nel¥ev@st do roztoku kyselymi ani zasaditymi
extrakenimi ¢inidly.
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Obr. 1: Rozdleni pidni organické hmoty SOM (Soil Organic Matter) [12]
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Jak uvadi Obr. 1, jednotlivé frakce HL se podstaigi svymi fyzikalre-chemickymi
vlastnostmi, i kdyz je jejich chemicka strukturdmaepodobna. Na prvni pohled jéegmé, Ze
jednotlivé frakce HL se navzajem liSi barvou (Fldyszluté, HK jsou hédé az hadocerne
a HU jsou cerné). Huminové kyseliny mohou byt r@gehy nahnedé HK (nekoaguluji
s pridavkem elektrolytu v alkalickém praeti) aSedé HK (s pridavkem elektrolytu
koaguluji). Frakce HK, ktera je rozpustna v alkahsk nazyvéhymatomelanovkyselina
ktera je roviZz znama jako lipidicka frakce HK. Obdobou hymatcanelvé kyseliny je
v piipadt FK kyselinafugavova ktera je rozpustné&ipnizkych hodnotach pH.

Podle polymerniho konceptu vzniku HL je jejich trdaxbarveni vazano naifpmnost
sloZzek s vysokou molekulovou hmotnosti (tj. slofetymerniho charakteru). Jak je #¥id
z Obr. 1, tento koncept vy&tuje rozdily mezi jednotlivymi frakcemi HL difereemi v jejich
molekulovych hmotnostech, @ kyselych funknich skupin zejména karboxylovych
a fenolickych, mnozstvi biogennich ptvKC, O a N) a v neposledtiact v jejich stupnich
polymerace. Tento koncept relevantrystihuje fyzikalr-chemické vlastnosti HL.

HK jsou obect charakterizovany vysSim obsahem uhliku a dusileingsim obsahem
kysliku v porovnani s FK. HK obsahuji niz§i mnoidtyselych funknich skupin zejména

v v oA

karboxylovych i jejich celkova kyselost je nizSiztige tomu v gipad FK.

Zastoupeni jednotlivych frakci HL se liSi podle hiuua typu pirodni matrice. Hada uhli
(lignit aleonardi) prakticky neobsahuji FK nebo takové sleniny, které by byly FK
podobné, zatimco jejich organickd hmotaievazrt slozena z frakci HK [3, 11].

V obecrgjSim pohledu mizeme HL povazovat za sléeniny, které jsou nedilnou stasti
piirodni organické hmoty. irodni organickda hmota (NOMMNatural Organic Matter) je
vyznamnou sotasti terestrialnich affmnorskych ekosystétn Podle velikostiastic se NOM
déli na rozpudtné (DOM -DissolvedOrganic Matter) a nerozpughé (SOM -Suspended
Organic Matter). Dohodou byla velikostni hranice mezi rozga$mi a nerozpushymi
organickymi latkami stanovena na OdfB. Jedna se o sloZitou &s aromatickych
a alifatickych uhlovodikovych struktur s mnoha typynkénich skupin (naip amidové,
karboxylové, hydroxylové, ketonické a mnoha dalgi€itiznymi fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi. DOM mohou bytiwodu alochtonniho nebo autochtonniho. Mezi aloatiton
organické latkyradime vyluhy z pd a sedimerit (padni a raSelinné HL, ffpadré vyluhy
z listi atlejiciho #eva), mezi autochtonni pak produkty Zivottinnosti rostlinnych
a zivaiiSnych organisin a bakterii arow¥ latky vzniklé biologickymi a chemickymi
piremenami oduniielych burtk. Proto je pirodni organicka hmota tvena HL (HK a FK)
a latkami nehuminového charakterdggevsim proteiny, sacharidy, alifatickymi struktara
a residui ligninu) [13-15].

2.1.2Rozdleni prirodni organické hmoty dle fluoresce spektrometrie

Musime si u¥domit, Ze pirodni organicka hmota (NOM Natural Organic Matter) je
tvorena HL a fragmenty, které pochazeji z doposud nétkavané organické hmoty. Jedna
se fedevsim o dusikaté sleeniny vzniklé mikrobialnginnosti gidni a vodni fléry [16].

Fluorescence NOM zavisi na mnoha faktorech, ktefieng ovliviwuji jeji chovani
a naslednou interpretaci nafanych fluorescamich spekter. Nezanedbatelny vliv mé/pd
a st&i prirodni matrice, pH roztoku &ipomnost funknich skupin uplatujicich elektron-
donorni (-OH, —NKH a —OCH) a elektron-akceptorni (-COOH) efekt na aromat&ibhecr

11



Teoretické zaklady Centrum materiadlového vyzkumtHRAJIT v Brné

plati, Ze elektron-donorové substituenty zvySugmzitu fluorescence organickych steain.

V piipact elektron-akceptornich fudkich skupin je pozorovan efekt @pg, kdy dochazi ke

zhasSeni fluorescence NOM. Bathochromigiryeny posun fluorescamiho maxima je vazan

na @itomnost karbonylovych furtkich skupin ve strukie NOM, zatimco hypsochromni
(modry) posun byva principiath vyswtlen na zakla8 obsahu aromatickych struktur
a konjugovanych nenasycenych vazeb, které js@inpu vzniku elektronového mraku [17—
18].

Huminové latky pochazejici z terestrialnidfirpdnich matric jsou charakterizovanyédwa
fluorescenimi maximy (piky), které jsou v odbornych pramem@zna&ovany symbolyA
aC [17], pripadre a” aa [21]. Fluorofor A (a") je v excit&né-emisnim spektru (EEM)
lokalizovan v oblasti vinovych délek 240-280/400850n (.exAem) V tzv. UV-light oblasti,
kdezto fluorescemi pik C () se nachazi v oblasti vySSich vinovych délek exeit300—
380/400-500 nm. V EEM spektrech HK izolovanych adtabiolitickych a pdnich matric
muzeme nalézt vedlejSi fluoreséam maxima (tzv. humiclike fluorofory), které jsou
lokalizovany v oblasti vy3Sich vinovych délek 43564600-540 nm excitace a emise.
Fluorescetni piky A (o) aC (a) jsou pokladany za typické fluorofory charaktejiguiHL
a DOM. FluoroforM (p) je specifické fluoresceéni maximum HK izolovanych z paéznich
a maskych sedimerit Toto fluorescetni maximum f(narine humiclike) se vyhrada
nachazi v oblasti vinovych délek 290-310/370-410 &ovykle je povaZzovan za prekurzor
terestrialniho fluorofor@ («) [20].

Fluorofory B (y) aT (d) jsou produkovany na zakladbiologické aktivity mikroorganizin
vodni flory. Jedna se o fragmenty doposud nehuovhké organické hmoty, které majiipv
puvod v latkach jako je tyrosin a tryptofan. Z tohakiovodu jsou soéasti vyhradd DOM ft;.
vzorkia prirodnich vod. Tyto slateniny jsou charakterizovany é&wa fluorescetnimi
maximy. FluoroforB (y) — tyrosin-like je v EEM spektru lokalizovan v asti vinovych délek
270—-280/300-315 nm, zatimco fluoresadnpik T (0) — tryptofan-like se nachazi v oblasti
vySSich vinovych délek emise 270-280/345-360 nm [19-22]. Riklad EEM spektra
vzorku girodni vodySuwanne®iverje uveden na obrazku 2.

550 ¥ T ¥ T v T v T R

500 |
450

400

Excitace (nm)

300 350 400 450 500 550 600

Emise (nm)

Obr. 2: EEM spektrum vzorkufpodni vody Suwannee River (standard IHSS) [157]
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2.1.3Vznik huminovych latek

| kdyZ se vyzkumem geneze HL zabyva Sirokdecka spolénost, neni doposud znam jeji
piresny mechanismus. Je publikovano mnoho teorii,ékpapisuji proces formovani HL
béhem rozkladu organické hmoty (humifikacg. NejdiskutovagjSimi koncepty vzniku HL
jsou teoridigninova, polyfenolovaakondenzani (Obr. 3) [11, 23-24].

Ligninovateorie

Podle této teorie je lignin hlavnim prekurzorem ikmnHL. V prvnim kroku je lignin
degradovan mikroorganismy. RozloZeny organicky nmétge za&lenén do jiz humifikované
organické hmoty, kde je podrob&mdam znin, ve kterych dochazi k odgeni methoxylové
skupiny (—OCH), vznikaji o-hydroxyfenoly a kongnou oxidaci alifatickychktasti molekuly
vznikaji karboxylové skupiny. Takto pozmené ¢asti ligninu jsou podrobeny dalSim reakcim,
ve kterych prvotd vznikaji vysokomolekularni HU, dale HK a nakone< F

Pri ztra€ methoxylovych skupin a nasledné oxidaci alifatakygasti molekuly obsahuji
prekurzory HL vyS8i mnoZstvi kysliku a niz§i mnegsthliku. Dale bylo zji&tno, Ze lignin
pii oxidatnim procesu reaguje s amoniakem za vzniku kondeida produki, v nichz se
dusik z&lenuje do cyklickych molekul.

Polyfenolové&eorie

Polyfenolova teorie popisuje vznik HL z polyfenojah stavebnich jednotek, které jsou
Z nej\wtsi ¢asti syntetizovany mikroorganismy. V prvnim krokadfgha odurfela rostlinna
tkai rozkladnym proceasn, ve kterych jsou rostlinné zbytky rozlozeny néladni strukturni
jednotky. Ri tomto procesu zanikaji vazby mezi ligninem a &au. Alifatické postranni
fetézce jsou demethylovany a naslédoxidovany na polyfenoly, které jsou enzymatickou
reakci pevedeny na chinony. Enzym, ktery je vyuZzivéinkpnverzi polyfenak na chinony se
nazyvapolyfenoloxidasaChinony nasledhreaguji se slateninami obsahujicimi dusik &ip
nasledné polymeraci jsou syntetizovany HL. Nejpvzaikaji FK, dale HK a nakonec HU.
Polyfenolova teorie byla dopina hypotézou, ktera vystiuje vznik polyfenol z latek jiného
nez ligninového fwodu, nap. celuldézy a jinych polysachafid Ne¢které HL jsou
syntetizovany z rostlinnych pletiv, které ligninatsahuji, napp mechy a kapradiny.

Kondenzacsacharidi: saminy

Podle této teorie se mikroorganismyirpo nepodileji na vzniku HL, které jsou
syntetizovany z velk&asti chemickymi reakcemi, a proto jdéepaZzr o ne-enzymatické
reakce. Winkem metabolismu fitomnych mikroorganiskn jsou polysacharidy a proteiny
Stpeny na monosacharidy a aminokyseliny. V naslettlji&rocich se jiz mikroorganismy
nepodileji na vzniku HL. Nasledrje —NH, skupina adovana na karbonylovou skupinu za
vzniku N-substituovanych glykosylamin VVzniklé glykosylaminy jsou konformovany s
substituované aminodeoxyketézy. Timto mechanismswn vytvdeny fti-uhlikaté zbytky
aldehydi a ketori, které jsou ochuzeny o molekuly vody (hapglyceraldehyd,
dihydroxyaceton a hydroxyaceton). Naslednou polatiegchto latek jsou syntetizovany
polymery charakteristického Bého zbarveni, které jsou podobné HL.
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Nowv¢ diskutovany koncept povaZzuje genezi HL za dvousiup proces. V prvnim kroku
dochézi k biodegradaci rostlinnych a Zimych prekurzar na jednodussi stavebni jednotky.
Nasledr’ jsou tyto degradai produkty formovany do supramolekularnich strukitere jsou
stabilizovany slabymi vazebnymi interakcemi (vam Wéaalsovy sily, vodikové vazbyt-
vazby a pedevsim hydrofobni interakce) [26].

2.1.4 Molekularni struktura huminovych latek

Pochopeni molekularni struktury HL je néelit¢jSi a roviéz nejobtizgjSi oblasti gdni
chemie, kterou se jiz desitky let zabyvaji mnokdecké tymy. Za hnaci silu tohoto zajmu
muze byt povaZzovan fakt, Ze obj&sim struktury HL ziskdmeipdstavu o jejich zakladnich
fyzikalné-chemickych vlastnostech, které jsou nedilnou ¢ésti k pochopeni jejich
rozpustnosti, vazebnych moznosti agnymi latkami zejména ssbnymi organickymi
a anorganickymi polutantyfipadré s esencialnimi g@nimi Zivinami, reaktivity a mnoha
dalSich.

Musime si u¥domit, Ze moznosti vyzkumu struktury HL byly limiény tehdy
dostupnymi analytickymi metodami. V poslednictkalika desetiletich bylo publikovano
mnoho ¥deckych praci zabyvajicich se strukturou a charektehuminovych latek. Za
nejpravapodobrejSi hypoteticky model struktury HK byl z historidkeé hlediska povazovan
tzv. polymerni model, ktery pohlizi na HK jako nakromolekuly s lineérni strukturou.
Z tohoto polymerniho konceptu struktury HK vychamnhoho strukturnich model (viz
Obr. 4), mezi nejzna§Bi pati struktury podle Flaiga [27], Kleinhumpela [28]te8ensona
[11] ataké Schultena a Schnitzera [29]. Tyto paymi modely definovaly huminove
kyseliny jako vold ohebné polyelektrolyty, které mohou zaujimat komfaci nAhodného
klubka tiznych tvaé podle naboje na polymernirtetzci, aktualniho pH aipsného
chemického sloZeni polymerniltettzce. V kyselém prostdi byl gedpokladan klubkovity
tvar polymerniharettzce, kdy dochazi k protonizaci a nasledné koagukGi naproti tomu
v alkalickém prosedi dochazi k disociaci karboxylovych fumkch skupin, coz ma za
nasledek protahly tvar makromolekularniho klubka [38, 31].
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...podle Kleinhumpela [28]
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Obr. 4: Riklady historickych strukturnich modeHK
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S pichodem modernich instrumentalnich analytickychaadpyrolyza spojena sznymi
chromatografickymi metodami, termochemolyza, SEG Mpedevsim'*C NMR) nastava
odklon od kZné prijimaného polymerniho konceptu struktury HK, cozdlee k jisté
kontroverzi mnoha &deckych skupin [32, 34-36]. Struktura a prostor&e@formace HK
jsou porgkud slozitjsi, nez se fvodre piredpokladalo. V tisledku provedenych experimént
byl definovan novy koncept pohliZzejici na HK jaka supramolekuly [26, 42]. V souladu
s timto supramolekularnim modelem HK jsou i studieoha dalSich autdr{32, 34]. Podle
téchto autoh jsou HK supramolekularni agregaty relativmalych heterogennich molekul
(< 2 kDa), které jsou stabilizovany disperznimi hydbmimi interakcemi, jako jsou van der
Waalsovy silysr—n a CH—n. Stavebni bloky této supramolekularni strukturjpoe navzajem
poutény kovalentnimi vazbami jako ¥ipads predchoziho polymerniho konceptu. V kyselém
prostedi dochazi ke vzniku vodikovych vazeb, coZz ma zasledek zborceni
supramolekularni struktury, kdy dochazi k pokleslikesti ¢astic HK. Simpson [37] popisuje
HK jako supramolekularni agregaty skladajici seelkého pétu nizkomolekularnich
fragmenti. Tento systém je t¥en heterogennimi komponenty, jako jsou inagifatické
kyseliny, aromatické fragmenty ligninu, polypeptigyplysacharidy, ethery, estery a alkoholy.
Tyto organické komponenty jsou k sopoutany slabymi disperznimi silami a kovalentni
vazbou s kovovymi kationtyifpadré sorpci na povrchu pevnyatastic. lonty kow hraji
klicovou roli v celkové stabilt téchto agregdit tvorici supramolekulu HK. Schéma
supramolekularni struktury HK je znadzénmo na obrazku 5. Schaumann a Ray von
Wandruszka [38, 39] popisuji supramolekularni dtruk HK jako agregaty twené nepolarni
casti HK, které jsou orientovany do wuinit casti supramolekularni struktury, zatimco polarni
funkeni skupiny tvéi vnejSi obal této supramolekuly.fil®omnost hydrofobnich domén ve
struktile HK zvySuje prostorovou heterogenitu celé suprakdy. Tyto domény jsou
charakterizovany nizkou viiiti mobilitou. Supramolekula HK je ro¥h tvorena mensSimi
heterogennimi molekulami, které se seskupuji doilmich asociai hydrofilniho charakteru,
které mohou vazatizné latky.

aromatické fragmenty ligninu

kationty kovu @
o {‘N.\ @ \
/. . alifatické retézce

® y ® polysacharidy

polypeptidy

Obr. 5: Schéma supramolekularni struktury HK p&ltapsona [37]

viv s

huminového vyzkumu. Zakladni znalost struktury, feomace a velikosti HL je
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predpokladem k pochopeni jejich role afunkce vimgjSich girodnich ekosystémech
a rovréz miZze napomoci k vyuzitiéthto latek v aplikéni oblasti.

2.1.50rganomineralni komplex

Rozsahlé studie émované morfologii pdnich koloidi ukazuji, Ze jen velmi maly podil
huminovych latek se vigl¢ vyskytuje ve volné (neimobilizované) foémVelka cast HL je
vazana na mineralni slozkyigby, které spolu tvid organominerdlni komplex. Vznik tohoto
komplexu v @dnim roztoku je popsan nasledujicimiigpby [40, 41]:

Jakosil nizkomolekularnérganickékyseliny

Vznika pisobenim nizkomolekularnich organickych kyselin ggét $avelove, mléné,
fumarové aj.) na mineraly (magnesit, siderit a iklc

Jakosoli HL s alkalickymikationty

Do této skupiny jsou Zazeny soli tvéené anionty huminovychhgmaty a fulvinovych
(fulvaty) kyselin s monovalentnimiifpadré polyvalentnimi kationty (N3 K*, C&" a M¢™).
Soli HL vznikaji kationtovou vym®nou vodikového kationtu karboxylové skupiny
s alkalickymi kationty gisluSnych hydroxid.

Jakoorganickékomplexysjily

Interakce j@dnich koloidi (organickych molekul ajilovych minefal vychazi
z fyzikélnich, chemickych a biologickych vlastnoptidniho roztoku. Huminové latky jsou
v padnim roztoku adsorbovany na povrchu jilovych mihes@adou fyzikalg-chemickych
mechanism. Mezi r¢ pati van der Waalsovysily, vodikovémistky a vazby a mimo jiné
penetrace a adsorpce nizkomolekularnich frakci imeéna &gresivnich fulvinovych
kyselin v pérech jilového mineralu.

Jakokomplexys kovovymionty

Schopnost HL vytviget stabilni komplexy s kovovymi ionty je &tivou vlastnosti, ktera
hraje svou nezastupitelnou roli v oblasti ochraiwthiho prostedi a vyZzivy rostlin. Jak jiz
bylo uvedeno, jednomocné kationty (Na K") jsou v molekule huminovych latek vazany
pouze jednoduchou iontovou v¥nmou, @i které vznikaji soli karboxylovych kyselin.
Polyvalentni kationty jsou schopné wyitgh koording&ni vazby s fislusnymi funknimi
skupinami HL, ato prosdnictvim iontové vyrny, chelatace, povrchové adsorpce,
koagulace a rowz peptiz&nimi reakcemi.

2.1.6 Vazebné moznosti huminovych latek

Jak jiz bylo uvedeno rive, huminové latky fedstavuji unikatni agre@ai systém
obsahujici ve své struk®l mnozstvi fun&nich skupin, které jsoufimodnymi vazebnymi
centry pro interakce s latkami raziého chemického charakteru [11, 43-44].

lontovavazba

Tento typ vazebné interakce je reprezentovdisopenim elektrostatickych sil mezi
nekterymi funkénimi skupinami HL a ionty &n¢ se vyskytujicich vidnim roztoku. Vznik
této vazby nastavé interakci HL s alkalickymi kovy.
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Koordinacni vazba

Tento typ vazebné interakce je vyznamnym vazebnguohamnismem v oblasti imobilizace
t¢Zkych kowi v Zivotnim prostedi. TZké kovy jsou zejména vazany piesinictvim
karboxylovych a fenolickych furdkich skupin HL. Vznik ai#slusné stabilita échto
koordinanich vazeb je zavisla na hodaq@H. Ve slab kyselém a neutralnim prastli se na
vzniku této vazby podilejiipdevSim karboxylové skupinyiiPpH vySSim nez 7 jsou do
vzniku této vazby zapojovany i fenolické skuping. dbecs znamo, Ze stabilita kovovych
komplexi HL roste se zvySujici se hodnotou pH.

Kovalentnivazba

Tézké kovy a polyaromatické polutanty se vazi na Hievpzr kovalentni vazbou
v disledku  gitomnosti  karboxylovych a fenolickych futikich  skupin.  Afinita
karboxylovych skupin k ioriim t¢Zkych kowi se zvySuje vidpact piitomnosti dalSi kyslik
obsahujici funé&ni skupiny, kterd se nachazioypoloze vzhledem kifslusné karboxylové
skupire. Toto morfologické usp@adani funknich skupin je charakterizovdno vznikem
silnych komplex s vysokymi hodnotami konstanty stability [46].

Vodikovémistky

Vznik této vazby lIze fedpokladat na zaklgdgritomnosti kkterych funknich skupin, jako
jsou amidova, laktamova a nitrilova. Konstanta iitgbtohoto vazebného mechanismu je
pongrné nizka, avsak i tato vazba séze podilet na vazebnych moznostech HL.

Hydrofobniinterakce

Hydrofobni interakce vznikaji prasdnictvim nepolarnich skupin (na@lkylovych), které
vytvéieji ve struktie HL tzv. hydrofobni domény. Zde mohou tyto intemkvychézet
Z pasobeni van der Waalsovych sil nebtesunuz-elektrori. Hydrofobni interakce jsou
negastji predpokladanym vazebnym mechanismem HL s nepolarmpolutanty, kdy
dochézi k imobilizacigchto cizorodych latek v hydrofobnich doménach [45].

2.1.7 Vyuziti huminovych latek

Huminové latky nachazeji své uplatm v Sirokém mnoZzstvi obddidskécinnosti, & jiz se
jedna o zerdélstvi, primysl nebo jina spéebitelskd od¥tvi. Jako jedna z dominantnich
slozek lignitu byly térat vyhradré vyuzivany v energetickém jmyslu. V sogasné dob je
proces spalovani uhli v tepelnych elektrarnach awvéez v disledku nefiznivého vlivu na
Zivotni prostedi. Snahou mnoha¢deckych skupin je nalézt jiné neenergetické uglatn
téchto latek.

Aplikacev zengdelstvi

Efekt prirozeného obsahu humusu na drodndst j@ clovéku znam jiz od pradavna, aniz
by mel poreti, Ze pra¥ HL jsou nositeli &chto pozitivnich vlastnosti. Huminové latky jsou
v zenmtdélstvi vyuzivany pedevsSim pro jejich pozitivni vliv na strukturuigy, kdy jsou
schopny stmelovatgolni ¢astice a tim podporovat drobtovitou struktufidy, rovrez maji
velky vliv na obsah Zzivin azadrZzovani vody dadp. Jsou energetickym zakladem
biologickych proces v padé, kdy stimuluji vyvoj mdni mikroflory ajsou zdrojem
fyziologicky aktivnich latek regulujicichist a stresovou odolnost rostlin. Jejicspbenim
se v mdé aktivuji bakterie, které urychluji procesy degreel@rganické hmoty a dokazi tak
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zkrétit dobu patbnou k tvord humusu v fislusnych gdnich horizontech [47, 49-50]. HL
jsou vyuZivany jako aditivum kein¢ pouzivanym mineralnim hnojim, predevSim ve

formé humat tj. soli huminovych kyselin. Existuje mnoho prefarna bazi HL, které se
pouZzivaji za timto &elem, nap. vapenaté soli HK a FK v kombinaci s raselinountisodny

nebo draselny aplikovanyimo na listy rostlin, amonné soli HK, $si draselnych soli HK
a FK s aminokyselinami, oligopeptidy a auxiny [48lmi dobré review o aplikaci lignitu
a lignitickych HK v oblasti remediacai@ prinasi reference [51].

PriamyslovévyuZiti

Prikladem p@imyslového vyuziti huminovych latek resp. HK je ¢hji aplikace ve
stavebnictvi, kdy se tyto latky pouzivaji jako vhéadaditiva cement pricemz ovliviwji jeho
disperzitu, reologické chovani a adhezi vzniklydvnehi. Rovrez se uplatuji jako &inna
slozka plastifikatar betonovych swsi. V keramickém pmyslu se HK vyuZivaji jako
aditivum, které zvySuje odolnostud mechanickému namahani doposud nevypalené
keramiky. Tato aditiva na bazi HK ro¥h pozitivré ovliviiuji reologické chovani odlévacich
porcelanovych hmot. HL jsou vyuzivany jakéirpdni pigmenty v kozedhém, textilnim
a papirenském pmyslu. Roviz se uplatuji pri vyrobé plasfi, kde pini funkci zrskéovadla
PVC a Nylonu 6. Specialni vyuziti HLigdstavuje vyroba filtr, které obsahuji aktivni jadro
s pridavkem HK. Neajasgji jsou tyto filtry vyuzivany k odstrami karcinogennich iont
chromu (C%"), barviv, pesticid, raiznych uhlovodikovych slaenin a fenal z msstskych
a pimyslovych odpadnich vod. Vho#nsubstituované huméty mohou byt pouZity
k zachyceni merkapténa sirovodiku z dodavek zemniho plynu a gwrSQ, ktery je
souwasti piimyslovych emisi. lonta*vyménné a chelatai schopnosti HL mohou byt
zhodnoceny nap v piipraw iontow-vyménnych kolon pro &ebni ptimysl uranové rudy
[47, 52].

Ochranazivotnihoprostedi

V oblasti ochrany Zivotniho prasdi jsou HL, konkréth pak HK schopny vazagikeé
kovy, pesticidy, polycyklické slaieniny, barviva a povrch@éwaktivni latky, a to zfd i z vod
[53-56]. Proto jsou HL nejvyznan§§i prirodni ligandy, které mohou fyzikaln chemicky
interagovat s Sirokou Skalou polutama vzniku mé# biologicky dostupnych kompléx Tim
dochazi ke sniZeni toxicity a bioakumulaceiwquinich ekosystémecRada odbornych praci
je wenovana problematice vazbyzkych kowi s HL [57-58]. Velmi dobré review
o interakcich HL s organickymi polutantyimasi reference [59].

Aplikacev |ékarstvia biomedici@

Z historického hlediska mé& nejdelSi tradici pouHti ve forme terapeutickych zabal
které jsou podstatou mnoha lagkych procedur. Farmaceutické a kosmetickée vyuwiki
souvisi zejména s jejich antivirovym, protizlivym a v neposlednifad® chelat&nim
charakterem. V posledni dbhsou HL spojovany s izolaci a naslednou identdikgejich
strukturnich jednotek, které by mohli byt v budougouzity @i vyrobé IéCiv. HK katalyzuji
nekteré enzymatické reakce Hgpivaji tak k zlepSeni metabolickychéj@l v organismu
¢lovéka. Snizuji produkci stresovych hormion(adrenokortikotropinu, katecholaminu,
epinefrinu a dalSich), coztignivé ovliviiuje srdéni cinnost, krevni tlak a psychicky stav
jedince. Podporuji krvetvorbu a zvySuji saturacsligu v erytrocytech. RowZ prizniveé
ovliviwyji imunitni systém a zahiaji vzniku autoimunitnich onemoéni nag. artritidy. Jsou
prokdzany imunosupresivni, detoxtké a analgetické dinky. Dale ovliviuji hladinu cukru
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v krvi. Stimuluji regeneraci gkkych tkani a fispivaji tak k rychlému hojeni ran a popalenin.
Lécebny efekt HL je vyuZivanipdevSim v dermatologii a l&zskych procedurach [60].
Naproti tomu, vyuziti HL ve farmakologii omezujekfaze mohou zfisobovat mutagenezi
bunééné DNA. Velmi dobry souhrn o aplikaci HL ve farmatiekém ptimyslu stejg jako

o0 jejich gipadnych zdravotnich rizikaclipasi reference [8, 60].
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2.2 Luminiscence

Luminiscerini jevy fluorescencefosforescendejsou definovany na zakladnultiplicity
excitovaného elektronového stavu, ktery emitujezé[61].

O fluorescencimluvime v pgipadct, Ze excitovana molekula emituje ze singletovélawist
kdy elektron v excitovaném orbitalu ma op@ spin nez elektron v parovém orbitalu
v zakladnim stavu.i@chod excitovaného elektronuézma zakladni hladinu je proces velmi
rychly a spino¥ dovoleny diky zachovani multiplicity.

Fosforescenceje emise z&ni ztripletového excitovaného stavu, kdy elektron
v excitovaném orbitalu ma stejny spin jako paroWgkeon ve stavu zakladnim.iéthod
excitovaneho elektronu &pna zakladni hladinu je proces z kvartonechanického hlediska
zakézany, jelikoz se gni multiplicita excitovaného elektronového stavu.

V piipact zpozdné fluorescencedochazi k zavému pechodu z totozného singletniho
stavu jako p fluorescenci, ale s delSi dobou dohasinani daiasem, po ktery je molekula
v metastabilnim tripletovém stavu [61-64].

»n
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absorpce

fluorescence
fosforescence

Obr. 6: Jabtaskiho diagram: VR — vib&ai relaxace (oranzové Sipka), VK — vnitkonverze (hédéa Sipka), MP
— mezi-systémovyigchod (fialova Sipka) [64]
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Zakladni elektronovy stav je v Jahkkiho diagramu (Obr. 6) ozten symbolemS$, kdy
jde o energeticky nejchudSi elektronovou hladiny33af elektronové hladiny, které jsou
obsazovany excitovanymi elektrony, jsou a@na&ny symboly $i, %, ..., S. Tyto
energetické hladiny fpdstavuji stavy o postuprvysSich energiich. Kazdy takovy stav je
tvoren ugitym pastem vibrang-rotatnich hladin, které jsou ozéavany symbolyss, S2 atd.
Jednotlivé elektronovérechody jsou v diagramu znazény Sipkami.

Pfi excitaci je elektron vybuzen na vySSi energetickdadinu, kde rize zaujmout
jakoukoliv z moznych vibranich hladin. V tomto okamZziku nasleduji de-exaitaprocesy &
uz z&ivé (luminiscence)i nezaivé (vnitini konverze, mezi-systémovyrgehod, vibrani
relaxace, konformani zména molekuly, intramolekularnitenos naboje, interakce s jinymi
molekulami nap prenos elektronu i protonu, vytieni excimeru nebo exciplexu aj.).

Prakticky okamZit po excitaci elektronfechézi na nejnizsi vibtai hladinu elektronového
stavu, ve kterém se prawnachazi, pcemz dochazi kasté&né disipaci energie, ktera je
uvolréna ve forng tepla. Tento jev je oziavan jakovibracni relaxace

Vnitni konverzeje jev, ktery popisuje fiechod mezi elektronovymi stavy se stejnou
multiplicitou spinu. Elektron se tak dostavésinou na nenulovou vibéai hladinu jiného
elektronového stavu, kdy nasleduje proces ¥ifiraelaxace. K tomuto&l dochazicast;i
v piipadt, kdy je nejnizSi vibréni hladina excitovaného stavu na stejné drovni jakdera
z vibrainich hladin nizSiho elektronového stavitedhody z elektronovych hladi®t na $i
jsou pravdpodobrjSi nez pechody z elektronovych st&s: na S z divodu WtSi blizkosti
energetickych hladitf; a S;.

V pribéhu mezisystémovéhprechodu dochazi kipvraceni spinu excitovaného elektronu,
kdy systém pechazi do tripletového stavu. Tento kvawtovechanicky & je zpravidla
jevem fosforescence a v omezeném pojeti i zpuZdluorescence. Zigodu nizsi energie
tohoto z&eni je emisni spektrum posunuto k vysSim vinovyrka@ oproti fluorescenci.
V dusledku pechodu systému do nizsiho tripletového stavu dddhaxiité disipaci energie,
ktera je “ztracena” timto neddym prechodem.

Po néavratu do zakladniho elektronového stavu sSktrele obvykle nachazi naékteré
z vysSich vibrangé-rotadnich energetickych hladin, kdy nastava proces vitiraelaxace
a elektron se tak dostavaszma zakladni hlading? [64].

2.2.1 Franck-Condoriv princip

Hlavni mysSlenkou Franck-Condonova principu je rbadiychlosti pohybu elektran
a jader. Pohyb elektrdnje mnohem rychlejSi, nez samotna vibrace molek&tgchod
elektronu do jinych elektronovych hladin se odehbréak rychle, Ze dhem tohoto procesu
nedochazi ke zém¢ pozice jadra molekuly a molekul prosti. Tento 8 miZzeme oznét za
termodynamicky nestabilni. Z tohotéwbdu je elektron vybuzen na takovou vitw&rotacni
energetickou hladinu vySSiho elektronového staby, ridsledi nemuselo dojit ke zémam
pozice jadra molekuly a molekul preésti. Podob# je tomu iv gipad de-excitace, kdy
elektron tSinou nepechazi pimo do nejnizSi vibrné-rotatni hladiny zakladniho
elektronového stavu. Takto je docileno termodyn&éiovnovahy daného systému [61].
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2.2.2 Stokesgv posun

Zrcadlova symetrie mezi absdérpm a fluorescemim pasem plati pro velké mnoZstvi
organickych molekul a je #igobena tim, Ze absorpce i emise z odpovidajicichbsaine-
rotatnich hladin maji stejnou pragplodobnost. ¥tSina absorbujicich a emitujicich molekul
se nachazi vtermodynamicky rovnovazném \ibma stavu, picemz vibr&ni struktura
zékladniho a excitovaného stavu maji stejnou struktPo absorpci fotonurgchézi elektron
z rovnovazné vibrmi hladiny zakladniho elektronového stasiuna vyssSi vibréni hladinu
excitovaného elektronového stavsi-,, poté dochazi krychlé vibtai relaxaci na
rovnovaznou vibréni hladinu stavus$: ateprve poté nasleduje iz prechod na vyssi
vibracni hladinu zakladniho elektronového stassua dalSi vibrani relaxace na rovnovaznou
vibratni hladinu zéakladniho elektronového stawb Rozdil v energiich mezi maximy
absorgniho a emisniho pasu se nazy®tkesv posun Jednou z hlavnichiigin Stokesova
posunu je tedy disipace energie, ktera je podnairvibra&ni relaxaci. Rov&¥ se na tomto
jevu podili skut&nost, Ze fi de-excitaci (fluorescenci) nedochazi lepunu elektronu na
také rozpougtllem, reakcemi, které probihaji v excitovanych stdv molekul, penosem
energie atd. [64].

2.2.3 Hlavni charakteristiky fluorescence

Mezi hlavni charakteristiky fluorescence ifpatbsorgni, excit&ni, emisni a synchronni
fluorescekini spektra, kvantovy v§tek a doba Zivota aj [61, 64].

Emisni fluorescetni spektra nam davaji informace o distribuci pggpatiobnostiiiznych
piechodi z nejnizsi vibrani hladiny excitovaného stavi do fiznych vibr&nich hladin
zakladniho elektronového stayi Tyto spektra jsou odrazem chemického slozentdlioou
a fyzikalré-chemickych vlastnosti prasdi (rozpou&tdla), ve kterém je dany fluorofor
rozpusén.

Na zaklad Kashovapravidla [63] mizeme emisni fluoresceénmi spektra povaZovat za
nezavisla na excitai vinové délce ziodu disipace energie, kdy fluores¢en prechod

e

Kvantovy vytzek fluorescence je definovan jako pmmoitu emitovanych fotoin k pastu
foton, které jsou soustavou absorbovany [64]. Pro latkyexcitujici zBvymi pirechody
plati:

r
T+kny'

Q= 1)

kde Q je kvantovy vy¥zek, I” a k,- jsou rychlostni konstanty depopulace excitovaného
stavu. Rychlostni konstant& piedstavuje zdvy prechod, zatimcak,- prechody nezdveé.
Kvantové vyEzky nabyvaji hodnot 1.

Kvantovy vytZek Ize definovat nasledujicimigmbem:
Iy FAe)das = O, 2)

kde Fi(1r) je nangtené emisni spektrum. Intenzita fluoresce€dr) mérena i vinovée
délcedrje primo un®rna Fi(4r) a pa&tu absorbovanych fotdno jisté exciténi vinové délce
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A Paet fotomi maZzeme nahradit intenzitou absorbovanéheré/s(1x), které je definovano
jako rozdil mezi intenzitou dopadajicihoiedi /o(1r) a intenzitou proSlého (transmisniho)
zaeni I{Ag):

1,(Ap) = Iy(Ap) — I (Ag). €))
Pro intenzitu fluorescence potom plati:
Ir(Ag, Ap) = kF3(Ap) 14 (AE). (4)

Clen kje zavisli na prostorovém Ghlu pozorovani a tieeSpasu monochromaétotj. AL
Intenzitu proSlého zéni mizeme vyjatit pomociLambertBeerovazakona

Ir(Ag) = Iy(Ag)exp[—2,3e(Ag)(c], )

kde &(1s) je extinkni koeficient fluoroforu i vinové délces (dnm*molt-cm™), / je
optickd délka vzorku reprezentovana titkais kyvety (cm) a je koncentrace fluoroforu
(mol-dm®). Vyraz (1g)-/ c predstavuje absorbandi1z) pri vinové délcels.

Intenzita fluorescence jefimo untrna koncentraci fluoroforu jentipnizkych hodnotach
absorbance roztoku.

Upravou rovnic (2), (3) a (4) Ize intenzitu fluocesice vyjatit vztahem:
Ie(Ag, Ap) = kF3(Ap) 1o (Ap){1 — exp[—2,3e(Ag)lc]}. (6)
2.2.4 Steady-state dasov rozliSena fluorescence

Fluorescetini techniky ¢asov rozliSena fluorescenca predevsimsteady-statgjsou hojré
vyuzivanymi metodami v oblasti charakterizace Hklauzi zejména Kk jejich klasifikaci
a roztidéni do jednotlivych skupin dle fluoresasriho chovani. Fluorescémi spektrometrie
poskytuje nefeberné mnoZzstvi informaci tykajicich se struktunterakcich fluoroforu
s rozpou&tdlem, konformanich zngn, vazebnych interakci atd. Jednéd se o experinmgntal
jednoduché metody, které se vyzuo relativie vysokou citlivosti wci analyzovanym
vzorkam HL, SOM a DOM [17, 21, 65].

Fluorescetini metody nizeme rozdit na dw zakladni skupiny: steady-state (ustalena
fluorescence) #&aso¢ rozliSend fluorescence. Ustdlend fluorescence fkladni
instrumentalni technika, kterd je zaloZzena ng&emi emisnich fluorescénich spekter i
konstantni vinové délce exdait@ho zdeni. Naproti tomugasow rozliSena fluorescence je
zaloZena na #iteni pokleg intenzit emise a anizotropie, kdy na zaklagchto nandrenych
dat jsou vyhodnoceny doby Zivotatanych fluorofod.

Obecrt steady-state fluoresa@m spektrum mize byt vysledkem dkolika prekryvajicich
se spekter pochazejicich z vice fluoréfa@i z jednoho typu fluoroforu, ktery se nachazi
v nekolika formach. Tyto cenné informace jsme schopgekat pouze Zasow rozliSenych
fluorescekinich spekter. Mreni ustalené fluorescence nam poskytuje pouze niaoe
0 praimeérné intenzig, ktera je dana vazenymupnérem vSech dob Zivota daného systému.

Vztah mezi intenzitou ustalené fluorescenkg) @ dobou Zivota excitovaného stavu je dan
rovnici [64]:

0 _t
ISS = fO IOe dt = IoT, (7)
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kde & je parametr, ktery je zavisly na koncentraci faforu a instrumentalnich
parametrech gficiho pistroje. Proto je intenzita ustalené fluoresceném@ Unerna dol
zivota daného fluoroforu.

2.2.5Pulzni metoda éxenicasov rozliSenych fluoresceénich spekter

V piipact pulzni metody time-domair) je vzorek excitovan kratkym pulzem budiciho
z&eni. Musime si wdomit, Ze dka tohoto pulzu by #a byt co nejmensi a jeho doba by
méla byt pokud mozno kratSi, neZ je doba Zivota exeihého stavu daného fluoroforu. Po
excitatnim pulzu nasleduje &eni intenzity fluorescence v zavislosti éase. Dobu Zivota
muzeme nasledownstanovit ze sirnice zavislosti lod(t) nat, ¢i z ¢asu, ve kterém intenzita
fluorescence poklesne naeX intenzity véaset = 0 s [64, 66].

VyznandobyZzivotafluoroforu

V piipact, kdy je vzorek excitovan nekotr@ ostrym pulzem budiciho #ni je excitovana
pouze uéita cast p@ateini populace fluorofar (). Rozner této excitované populace klesa
rychlosti/"+ k- dle rovnice:

O = (I + kn)n(®), 8)

kde symboln(¢) reprezentuje pet excitovanych molekul $aset, I” je rychlost popisujici
Ubytek excitované populace fluorofioprostednictvim emisniho 2éni, & je rychlost, ktera
je spjata s nefd&ymi de-excit&nimi procesy. Row¥ si musime wdomit, Ze kazda
excitovana molekula fluoroforu ma vlastni prapddobnost emise v danéfasovém Useku,
jez ma za nasledek exponencialni tvar poklesu popuéxcitovanych fluorofér a proto se
tyto poklesy populacédi kinetikouprvnihor/adu V tomto gipad je kinetika prvnihaddu
dana vztahem:

n(t) = noe(_Tt). 9

Jelikoz je intenzita fluorescencéimo unerna pa@tu excitovanych molekub(f) mizeme
rovnici (9) napsat ve tvaru pr@asow zavislé intenzity/(£). Do rovnice (8) dosadime misto
poctu excitovanych molekulasow zavislou intenzitu a po jeji integraci dostavamenici ve
tvaru popisujicim jedno-exponencialni pokles:

I(t) = Ioe(_Tt), (10)

kde b je ¢asova intenzita vaset = 0, gricemz doba Zivota je prevracena hodnota celkové
rychlosti poklesuT + k) ~?.

Prevracenim hodnoty doby Zivota excitovaného stanycta fluorofofi dostdvame soubor
vSech rychlosti, které apobuji depopulaci excitovanych molekul. Ze statistho hlediska je
doba Zivota pravpodobnostni udalost, a protékteré fluorofory emituji v delSintase, nez
je doba Zivota, zatimco tita ¢ast populace emituje dasech kratSich. Tim dostavame jistou
¢asovou distribuci emitovanych fotbnV piipac jedno-exponencialniho poklesu je doba
Zivota definovana jako pmeérny ¢as, ktery fluorofor setrva v excitovaném stavu:

(t) =r1. (11)

Rovnice (11) neplati pro sloZj§i systémy, které jsou charakterizovamylti ¢i non
exponencialnimi poklesy [64].
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2.2.6 Metoda ngieni TCSPC

Mefici technika TCSPC TmeCorrelatedSinglePhotorCounting je metodacasow
korelovaného &tani fotori. Tato metoda je zaloZzena na principu, Zze pipedobnost
detekce jednoho fotonu daset po pedeSlém excitmim pulzu je Umrna intenzi
fluorescence v tomtéase [64, 66].
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Obr. 7: Schéma instrumentace TCSPC [64]

Vzorek je excitovan velmi rychlym pulzem budicihaeni, ktery je realizovan laserovymi
diodami. Obvykle plati, Ze na jeden exéitapulz je detekovan mémez jeden foton, avSak
negastji jde o jeden foton, ktery fjpada na sto za sebou jdoucich extiteh pul#.

V prabéhu nmeéfeni je sledovagas mezi exciténim pulzem a zaznamenanim fotonu, ktery je
pak zanesen v histogramu. Osav histogramu pedstavujecasové intervaly tzv. kanaly,
zatimco osy pccet fotoni, které jsou detekovany ¥iplusnéntasovém intervalu.

M¢éieni je iniciovano excitaim pulzem (viz Obr. 7), ktery excituje molekuly veorku
a zarové je isignédlem, ktery je ipdan elektronice. Signal jde do prvniho kandlu, kde
prochazi “diskriminatorem konstantni funkce” (CFRenstantfunctiondiscriminatol), ktery
znéfi presnycas gichodu exciténiho pulzu. Naslednje signél vedenips revodnikéasu na
amplitudu (TAC —timeto-amplitude converto), kde se zéne generovat naf, které je
linearre rostouci gasem. Druhym kandlem je zaznamenavan signél, kpeghazi
z detekovaného fotonu emitovaného vzorkéms gichodu fotonu je fesré zmien druhym
CFD prvkem, ktery vtomtotase posilastopsignal do TAC, kde do této doby bylo
generovano napi. V tomto okamziku se TACipstane nabijet, kdy velikost tohoto tape
amernd ¢éasovému zpozchi mezi excitdanim signdlem (excitaim pulzem) a emisnim
signalem ¢{as dopadu fotonu). Vysledné r#p je podle patkeby zesileno na
“programovatelném vysledném zesilova(PGA — programmablegain amplifier) a nasled&
je prevedeno na numerickou hodnotu pomoci “anal¢gbygitalnino gevodniku” (ADC —
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analogto-digital convertej. V dasledku minimalizace chybnych hodnot je signal omeze
uréitym rozsahem nai. V piipadt, kdy velikost narfeného nagti nevyhovuje danému
intervalu je tento signal potlan pomoci diskriminatoru (WD windowdiscriminatol) [64].
Mnohonasobnym opakovanim tohoto procesu (mnoZsteitagénich pulzi) ziskame dany
histogram.

V souwasné dob jsou prakticky vSechna TCSPGifani realizovana v tzveverzninmédu
To znamena, Ze nabijeni TAC je iniciovano emisnifzgm a jeho nabijeni je pozastaveno
pulzem exciténim. Z tohoto dvodu musi byt excitai pulzy generovany v pravidelnych
intervalech. Jak jiz bylo uvedeno vySe, foton jeeyevan piblizn¢ po sto za sebou jdoucich
excitatnich pulzech, startovacich ptlilze tedy podstath mérg, a proto jen mal&ast
excitatnich pulz je schopna iniciovat tzwtopsignal [64, 66].

V prabéhu meieni mize byt detekovan pouze prvni foton nasledujici ymta&nim pulzu,
aby nedochazelo ke zkresleni histogramu.

Patet emisnich pulk musi byt mensi neZ mnoZzstvi exéitech pul#i. V dasledku toho je
pravdépodobnost detekce dvou emisnich jdulkteré pipadaji na jeden excitai pulz
prakticky zanedbatelna. Jinak by byl v TAC regigéio pouze prvni “rychlejSi” excitai
pulz, atim by doSlo ke zkraceni celého poklesustogramu. Tato negativni skdtest je
nazyvana jakopile-up efek.

2.2.7TCSPC data

Nametend data poklesu intenzity se zpravidla skladajfrizkivek: nangrena data\(ty),
funkce gFistrojové odezvy (t) a proloZzena funkce poklesu (fif(t). Na osex je vynesen
¢as v kandlechfjjpadreé v nanosekundach, z nichz je kazdy charakterizanémou hodnotou
casuty a StkouAt [64].

Funkce pistrojové odezvy (IRF istrumentresponsdunction je odezva budiciho #ni
na nulovou dobu Zivota excitovaného stavu. Tutokdunpristrojové odezvy ziskame,
zmetime-li Z'edény roztok, ktery je schopen rozptylovatedi. K tomuto delu se nejastji
pouziva koloidni oxid femkity tzv. Ludox. Tento pokles reprezentuje profijkratSihocasu,
ktery jsme schopni danymftiptrojem zaznamenat. tl2Zitou charakteristikou funkce
pristrojové odezvy je jeji Bia v polovire maxima.

Vyska nangieného poklesu intenziti(ty) na osey reprezentuje celkovy et fotoni
detekovanych ¥asovém horizontt—ty + At, kdeAt je Sika casového kanalu. Nejvyssi ¢l
detekovanych fotaihse nachézi v kanalu maxima intenzitniho poklesu.

ProloZzena funkce pokledu(ty) predstavuje konvoluci nagreného poklesu intenzity s IRF.
Tato funkce je fedpokladanymtasovym profilem zré&eného poklesu intenzity. \fipadt
jedno-exponencialniho poklesu je hodnota doby aivaa, ktera je charakterizovana nejlepsi
shodou mezi nagienymi daty a proloZzenou funkci poklesu. Analyza tirerponenciélniho
poklesu je zpravidla komplikovaj$i. Ziskané hodnotyy az musi byt v dobré shed
s namérenymi daty. Symbole; predstavuje tzv.pre-exponencialnifaktor, ktery souvisi
s jednotlivymi detekovanynéiasyz; [64, 66—67].
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2.2.8 Konvolwni integral

Je teba si u¥domit, Ze¢ast=0s neni v TCSPC definovan, protoZe zde neeristu;j
jednoduch&-funkce iniciujici dany pokles. Z tohotdiebdu funkce pistrojové odezvy neni
formulovana pro tentoas. \£tSina funkci pistrojové odezvy jsou Siroké v rozmezi 0,5-2 ns,
proto si nizeme exciténi pulz gedstavit jako sérib-funkci, které jsou charakterizovany
odliSnymi amplitudami. Nagtena data funkceN(ty) jsou sumou vSech édthto
exponencialnich poklés které jsou definovany rozdilnymi amplitudaméasy. V pfibéhu
meéteni jsou poklesy intenzity zaznamenavany do té doley funkce fistrojové odezvy
klesne na nulovou hodnotu [64].

2.2.9Vyhodnoceni

Analyza dat metodou nelinearnich nejmensgtebrai

Namgtenacasov rozliSena data jsowtsinou natolik slozita, Ze nemohou byt analyzovany
béznymi grafickymi metodami. V dnesni dolsou nanttena TCSPC data vyhodnocovana
metodounelinearnichnejmensichitvera: [64, 69-70]. V pipac, kdy jsou naréena data
definovana dostateym paitem paramefr, tak kazdy tento soubor datage byt proloZzen
jistym matematickym modelem. Hlavnim principem tétetody je zjistit, zda se soubor dat
shoduje s matematickym modelem, kterym byla tatia geioloZzena. Touto metodou jsme
rovneéZz schopni utit hodnotu pravépodobnosti spravnosti danych experimentalnich dat
pomoci parametru, ktery porovna ngema dataV(¢) s gisluSnym matematickym modelem
N{ty). Toho je docileno pomoci parametru minimalizacedaposti proloZeni, ktery je
definovan rovnici:

— 2
X = Biea 5 [Nt = No(t)]? = B, et (12)
kde pronénna n predstavuje péet dat (pdet kanal) a ox je standardni odchylka kazdého
datoveho bodu.

Dané vysledky neni vhodné interpretovat pouze tkéad& zjiSttné hodnotyy?, z divodu
zavislosti namsrenych dat na mnoha faktorech. Hodnota minimalizgpcévnosti prolozeni se
bude zvySovat s rostoucim mnoZstvim g#anych dat. Z tohoto iodu je vyhodgjSi
interpretovat nagiena data pomoci hodnatgdukovanépravnostiproloZzeniyr?, ktera je na
mnozstvi dat nezavisla. Paramgtt je definovan rovnici:

2
2 _ X
XR =T

XZ

n-p = W (13)

kde n je mnozstvi datp zde gedstavuje p&et parametr volnosti av je paet stupiu
volnosti. V gipadt TCSPC je mnoZstvi nasffenych dat ¥tSinou mnohem &tSi, nez poet
parametit volnosti, z tohoto @vodu je jmenovatel zlomkun(- p) roven giblizné n. Fi
méieni, kdy se projevuji pouze nahodné chyby je halpgt~ 1. V piipadt, kdy se pouzity
matematicky model nebude shodovat s &@mymi daty, bude hodnogaz > 1.

K posouzeni, do jaké hodnogg? je spravné zachovavat pouZzity matematicky model, s
podle Lakowicze [64] nabizeji dymetody (hatematick&apozorovac)y. Podle matematického
modelu by jednotliva proloZzeni neéfa prekroadit hodnotu yr? = 1,2. V gipac, kdy je tato
hodnota vyssSi, s by byt dany matematicky model zamitnut a g#na data by ta byt
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proloZzena jinym matematickym modelem. Nazornyniiklpdem niize byt systém
charakterizovany jednou dobou Zivota, kde se oljjegystematické chyby a jedno-
exponencialni proloZzeni je charakterizovano hodmgge = 1,2. Nasled& je pouzit bi-
exponencialni model, ktery @pobi sniZzeniy?, ale to povede k chybné interpretaci
nantienych dat. Musime si ggdomit, Ze Uplnym spolehnutim se na matematické biygp?
muze vést k chybnému vyhodnoceni fluorescéch dat. V pipadt, kdy hodnotgr? vyrazre
neklesne P pouziti slozi¢jSiho matematického modelu, takibemefici, Ze tato hodnota
v sol# odrazi Spatnou kvalitu ziskanych dat. Oliese povazuje za spravny pokles hodnoty

% ten, ktery se snizi vice jak dvakrat.
2.2.10 Analyza rarenicasov rozliSené fluorescence

Pro analyzu dob Zivota mohou byt n&ena data prokladana 1-5 exponencialnimi
funkcemi [72]. Obecnou matematickou funkci, ktelmrinangirena data prokladat je:

F(t) = A + Bjexp (— Ti) (14)

kde ¢t je cas, A4 je fitovaci parametrp je pred-exponencialni faktor, ktery je v souvislosti
s mnoZzstvim emitujiciho fluoroforu v analyzovanéronku a7 je prisluSna doba Zivota.

V piipac multi-exponencialnich poklésse zavadi tzvwrimerna dobazivota ktera niize
byt vypaitena pomoci dvou metod [71]. #Pnérnou dobu Zivota rizeme vypditat podle
rovnice:

Ty = Xi Ty, (15)
kde a;= B;- 0,01. Druhym zfisobem vypétu 7, ktery se pouzivd napve Stern-
Volmerow grafu, je:

n 2
i=1 @i

T, =
. )
I, aiT;

(16)
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2.2.11 Vnit'ni filtracni efekt

Musime si ugdomit, Ze intensita fluorescence je &ma koncentraci fluoroforu jen
v omezeném rozsahu optickych hustot. fipadt, kdy je koncentrace daného fluoroforu
vyS8S8i, dochazi tak k odchylce od linearnihaibghu zavislosti Il (steady-state) na
emitujicich molekul v @isledku vnitniho filtractniho efektu (IFE -nner filter effec). Tento
jev mizeme rozdlit na vniteni filtra¢ni efekt prvniho a druhého druhu [64, 73].

IFE prvniho druhu je dan skuteosti, Ze v fipact klasického usp@dani je emisni zéni
detekovano z centralgésti kyvety, a proto je zdaa cast dopadajiciho (excitaiho) zdeni
absorbovana. Tento efekt ma za nasledek snizemizity fluorescence.

Obsahuje-li roztok chromofor, ktery absorbujeierd @i blizké vinové délce jako
zkoumany fluorofor, tak se tato molekula chromofonova obdob&jako filtr, ktery propusti
k analytu jencast excitaniho z&eni. Timto zfisobem je popsan viiti filtracni efekt
druhého druhu.

Obecré tyto efekty snizuji intenzitu budiciho a emisnib@eni v disledku mechanismu
reabsorpce st¥la.

Vlivem vnittniho filtratniho efektu je pozorovana intenzita fluorescencent#iSi, nez ve
skute&nosti je. Z tohoto @ivodu je nezbyté nutné tyto spektra korigovat, aby nedochazelo ke
zkresleni narienych dat. Nejpouzivaj$imi matematickymi aparaty, kterymi jsou
korigovana fluorescemi spektra, jsou metody podle Lakowicze [64], Gaarth [74]

a Larssona [75].

Korekéni vztah je podléakowiczedefinovan rovnici:

1
Feorr = Fops X 105(0D€x+0Dem)l (17)

kde Fops je experimentakh ziskana intenzita fluorescenc@p.x je opticka hustota ip
excitani vinové délce,0D., je optickd hustota ip emisni vinové délce. Protoze mezi
optickou hustotou a absorbanci plati vztah:

oD =%, (18)

muze byt opticka hustota nahrazena absorbandipagk, kdy je opticka draha vzorku
(tlou&’ka kyvety) rovna 1 cm. Po dosazeni rovnice (18katekeniho vztahu (17) dostavame
rovnici:

1
Feorr = Fops X 105(Aex+Aem)’ (19)

kde A.x je absorbanceipexcitatni vinové délce &., je absorbanceipemisni vinové
délce.

V piipact korekeniho modelu podl&authieraje vztah definovan rovnici:

2,3d0gy 10d,0 2,3W20em (20)

bs 1 _10-d0Oex em 1 _10-w20em’

Feorr = F,

kde Fops je znEfena intenzita fluorescencé,, je absorbanceipexcitaini vinové délce,
Oem je absorbanceipemisni vinové délced je opticka draha kyvetyws je vnittni rozmer
kyvety ad; je tlou¥ka stny kyvety ve srru detekce emisniho ihni.

31



Teoretické zaklady Centrum materialového vyzkumR@T v Brné

Poslednim modelem je vztah potllerssona ktery je definovan rovnici:

F in (Aex)
Foorr = obs(ﬂ'ex)% (21)

7_}obs (Aex) '

kde Foss je experimentakn zjiSttna intenzita fluorescencéy,;;, (Aex) je vektor popisujici
plochu Ramanova piku rozpo&dia (blanku) pi excitatni vinové délce &,,(4,,) je vektor
charakterizujici plochu Ramanova piku vzorkugxcitaini vinove délce.

Velmi dobra review, ktera se&nuji metodam korekce IFEfgdstavuiji reference [73, 76].
2.2.12 Casov rozliSena emisni spektra

M¢étenim ¢asow rozliSenych emisnich spekter (TRES e ResolvedEmissionSpectra
je mozné ziskat informace o probihajicich proceseeRcitovanych stavech molekul [82].
Tato technika je néastji vyuzivana ke studiu relaxace rozpawa v blizkosti excitovaného
fluoroforu. Relaxace molekul rozpoddta zpisobujecast&énou disipaci energie fluoroforu,
kdy dochazi k batochromnimu posunu emisniho spelidtary je nositelem informaci
o polari€ a viskozit mikroprostedi v okoli daného fluoroforu [64].

V piipact TRES jde o soubotasow zavislych pokles intenzit fluorescence, které jsou
meieny @i uréitém kroku vinovych déleldl nagi¢ celym emisnim spektrem. Doby Zivota
excitovaného stavu, které jsou reprezentovany damgklesy intenzit fluorescence, jsou
zavislé na vinové délce. To jetgmbenocasem pechodu ze stavu Franck-Condonova do
stavu relaxovanéhoripadré do stavu jiného, ktery je vymeze#mtito limitnimi kvantow-
mechanickymi stavy, ze kterych pak dany fluorofaritaje. Jestlize fluorofory emituji po
delSi dols, miZeme se domnivat, Ze ztraceji vice energie, ketdlf gfedana molekulam
rozpoustdla, a proto dané fluorofory emituji v oblasti vigds vinovych délek. Metoda
piimého méfeni TRES se obvykle nepouziva, proto jsou tyto spekiskavana néjmo.
Proces z&na nerenim caso¥ rozliSenych pokles intenzit @i zvoleném kroku vinovych
délek napic celym emisnim spektrem. N@&ena TCSPC data jsou vyhodnocena pomoci
vhodného matematického modelu (1-5 exponenciahiicke). Takto jsou ziskany parametry
potrebné k vypoétu intenzit fluorescence viznych casech. Z jednotlivych dob Zivota
a [islusnych relativnich amplitud ieme nasledn vypctitat caso¥ rozliSena emisni
spektra. V pipadt, kdy pozorujeme zeému daného emisniho spektra, bude v systému probihat
reakce v excitovaném stavu fluoroforu [77, 79, 82]. V tchto Fipadech se nejedna
o primou excitaci formované molekuly, ale o formovamiredeSlého excitovaného stavu. Co
se tyka samotného zkonstruovani TRES, |ze hoitgigpomoci rovnice:

-t
Yia;(D)eti@D
YD)’

kde Iss predstavuje intenzitu fluorescence (steady-state)e doba Zivota excitovaného

stavu aa; je @islusna relativni amplitudadaset.

I(4,t) = Iss(2) (22)

Z casow rozliSenych emisnich spekter IzeCitir zda pozorovana emise v systéemu je ze
dvou i vice emisnich jednotek nebo pouze z jedné [7888]L To nizeme Uit vypoctem
tzv. caso¥ rozliSenych pes plochu normalizovanych spekter (TRANES e Resolved
Area NormalizedEmissionSpectra. Je experimentatha matematicky dokazano, Zeédwa
sok¥ nezavislé emisni jednotky @gobuji protnuti jednotlivych emisnich spekter v.tzv
isoemisnimbody ktery je specificky v fipadt emise ze dvou jednotek [78]. TRANES Ize
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zkonstruovat normalizaci plochy podiykou ¢asow rozliSenych emisnich spekter tak, ze
plocha pod kivkou v ¢aset se bude rovnat ploSe spektréaset = O

Lyt = i—im, t), (23)

kde S predstavuje plochu podikkou v caset= 0 as;je plocha podikvkou v ¢aset=t.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 UV/Vis spektrometrie HL a DOM

Molekulova absorgni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblagtiV/Vis) je stale
bézné pouzivanou technikouipstudiu HL a DOM [87]. UV/Vis spektra HL pétk nejlépe
prostudovanym, a proto jsou mnohymi autory vyuzw&wzakladni charakterizaci jejich
vlastnosti. Cenné informace o povaze HL resp. D@Vmjozné ziskat z tz\absorpinich
koeficient, které jsou definovany jako pa@ny absorbanci i vhodre zvolenych vinovych
délkach [83-92]. Tradn¢ se pouziva ffedevSim porr E4Es, ktery je znam jako tzv.
humifikaeni index Tento absommi koeficient je definovan jako pam absorbanci i
vinovych délkach 465 a 665 nm. Podle Chena a 4B8l. hodnota humifikéniho indexu
klesa s molekulovou hmotnosti HL a je zavisla na rpktoku. Tento absoépi koeficient
rovnéZz vypovida o stupni kondenzace aromatickych jaderstruktie HL. Musime si
uvédomit, Ze toto tvrzeni se vyhratlopira o korelace mezi humifigaim indexem E4/Es)

a stedni molekulovou hmotnostiM{,) studovanych HL. Terestridlni HK maji zpravidla
hodnoty E4/Es nizké (3—4,5), kdezto FK pochazejici z pozemnitinognich matric jsou
charakterizovany vyssimi hodnotami humitikého indexu (6-8,5). Je ovSerfelta mit na
zieteli, Ze velmi nizka absorbance §65 nm zatzuje absolutni hodnotu tohoto parametru jiz
znanou chybou. Z tohototdodu byl navrzen ekvivalentni absoénp koeficientE,/E,4, ktery

je definovan jako powr absorbanciip 265 a 465 nm [84].

Kumada a spol. [85, 86] ro&id pudni HK na zéklad hodnot absormiho koeficientu
AlogK na typy: A, B aRp Tento absofni koeficient vychazi z rozdilu logaritmickych
hodnot absorbanc#ip400 nm E;*) a 600 nm E2*).

Typ A predstavuje pdni HK s vysokym stupim humifikace (hodnotylog K < 0,6). HK
v této skupig jsou charakterizovany vysokou stabilitoucv mineralizaci, maji vysokou
molekulovou hmotnost a obsahuji vice aromatickytluktur predevsim polyfenolového
a chionidniho typu.

Typ B je skupina HK s hodnotosilog K v rozmezi 0,6—-0,8. Tyto HK se vyzgi niz§im
stuprém humifikace a molekulovou hmotnosti.

Typ Rp predstavuje HK s hodnotonlog K > 0,8. Tato skupina HK je charakterizovana
alifatickych funknich skupin (-Chl —-CH— a —CH=). V pipact klasifikace @dnich HK je
Alog K v dobré shodls humifikanim indexem.

Peuravuori a spol. [87, 88] definoval spojitost mevrhovanym absoimim koeficientem
E./E; a molekulovou hmotnosti HL a DOM, eventuélstuprém aromaticity. Vztah mezi
absorgnim koeficientemE,/Ez (Azsonm/Asssnm) @ molekulovou hmotnosti HL pochazejicich
z piirodnich vod je dan rovnici:

aromaticita = 52,509 — 6,780 X (E,/E5). (24)

Obecr plati, Ze s klesajici hodnotou absmriho koeficientuE,/E; roste aromaticita
a molekulova hmotnost HL. Obdobnych vyslédk/lo dosazeno v praci Bakera a spol. [89],
kterym byla o¥fena spojitost mezi absamm koeficientemEzsd/Eq10 (A2s4nm/As10nm)

a molekulovou hmotnosti rozhiych vzorki DOM [90].
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DalSim strukturnim parametrem, ktery je definovarzaklad UV/Vis spekter HL a DOM,
je absorpni koeficientEgt/Eg,. Tento koeficient vychazi z pamu absorbanci ip 253 nm
(substituenty fenosu naboje) a 203 nm (benzenoidnich struktuntorabsorpni koeficient
je vyrazre citlivy k ptitomnosti polarnich substituénha aromatickém j&d a poskytuje tedy
informace o typu substitua@nve struktie HL. ZvySeni obsahu polarnich fumikch skupin (-
OH, —-COOH, —C=0 a -0-) vede k vyraznému zvySenordlasce fi 253 nm atim také
k ristu absorgniho koeficientluEg1/Eg,. Nag. vySSi obsah alifatickych substituérse projevi
niz§imi hodnotami tohoto pafru. Podrobd se monitoringu vlastnosti HL a DOM
prostednictvim uvedeného absdrpho koeficientu ¥nuji reference [91, 92]. Absorbanci p
203 nm nfize byt nepiznivé ovlivnéna gitomnosti dusinanovych aniorit ve vzorku HL,
proto Korshin aspol. [91] definoval dalSi absmip koeficienty EasdEzzo (AzsdAzz0)
aE253/E230 (A25JA230), které jSOU v dobré kOl’G'ﬂCE%T/EBZ.

Cenné informace o struk®liHL resp. DOM miZzeme ziskat z tz\specifickychabsorbanci
(A2s0 [93], Azgs [94] aSUVAs, [95]), které jsou definovanyipriaznych iaps negastji vsak
v UV-oblasti absorgniho spektra. Chin aspol. [93] nalezl spojitost zm@&avrzenou
specifickou absorbanéisy a molekulovou hmotnosti (stugm aromaticity) HL izolovanych
z vzorki prtirodnich vod. Obdobnych vysletlbylo dosazeno v praci Weishaara [95], kterym
byla definovana specifickd absorban8&/VAs, jako pongr Agss nm k celkovému obsahu
organického uhliku TOC ve vzorku.

Velmi dobré review o této problematice poskytuference [88].
3.2 Infra éervend spektrometrie s Fourierovou transformaci HLa DOM

Infracervend spektrometrie (IR), resp. ifeavena spektrometrie s Fourierovou
transformaci (FTIR) je stalesbr¢ pouzivanou technikoutipstudiu HL a DOM izolovanych
z rozlicnych girodnich matric [96]. FTIR spektrometrie se vy&ama snadnosti a rychlosti
obsluhy pistroje, rozsahlym piwem publikovanych praci tykajicich se infeavenych spekter
HL a DOM, poZzadavkem malého mnozstvi vzorku 1-2argedevsim moznosti spojeni
FTIR s dalSimi technikami (TG/FTIR, Py/GC/FTIR a TIR/MS) [97-100]. | pes slozitou
strukturu HL pozorujeme v jejich inftarvenych spektrech celotadu absornich pas,
které odpovidaji jednotlivym furtkim skupindm. Infréervend spektrometrie poskytuje
cenné informace o strukil a povaze HL resp. DOM, jejich reaktdyit prostorovém
uspdadani funknich skupin, podilu sacharidovych a proteinovycngek atd.

V nekterych gipadech komplikuji interpretaci inffarvenych spekter HLipkryvajici se
pasy jednotlivych funénich skupin. Tuto nevyhodu Ize s obstnym gistupemieSit pomoci
tzv. Fourierovy autodekonvolucgFourier self-deconvolution)ifpadré metodou prolozeni
kiivky [101-103].

Obecr v infracervené spektrometrii, obdobrako u jinych spektrometrickych metod, plati
Lambert-Beekv zakon, a proto ip pouziti zmiovanych dekonvoknich postuff méa tato
technika dobré f@dpoklady pro kvantitativni analyzu futrkich skupin [101]. Ve &Sin¢
piipadi je vzorek upraven do formy tablety ¥igomnosti KBr, ktery ma bohuzel
hydroskopické vlastnosti, a to podstattomplikuje interpretaci zgteného spektra v oblasti
3600-3000 cit, 1650 cm' a 800-500 ciit [104]. Stevenson [11] upozaije, Ze za jistych
podminek KBr Kkatalyzuje dekarboxylaci kyselych fanich skupin, fgpadré jejich
deprotonizaci. Alternativou je vyuZiti jevu difubm odrazu, v odborné literat
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ozn&ovaneho jako DRIFTSOiffuse Reflectancdnfrared Fourier TransformSpectroscopy
nebo jedno-odrazové reflexe na nastavci AARdgnhuatedr otal Reflection [96, 105-108].

Musime si ugdomit, Ze infréervené ATR spektrum je ovli¢no vinovou délkou @
z&eni, pongrem indexi lomu neieného vzorku a ATR krystalu, uhlem dopaditena na
fazové rozhrani adinnosti kontaktu mezi giienym vzorkem a ATR krystalem. Vysledna
hloubka penetrace inftarveného z&ni do vzorku je dana rovnici:

A

)
2mny ,sin2 9_(11_1,)
ng

kde d, predstavuje hloubku pniku z&eni do vzorku/ predstavuje vinovou délku #ni,
@ je uhel dopadu Zéni na fazové rozhrand, a nx jsou indexy lomu vzorku a krystalu. Aby
doSlo k aplnému vnihimu odrazu, musi byt Uhel dopadétst nez kriticky uheld, ktery je
definovan vztahem:

d, = (25)

1
()’
sm(nk)

Z rovnice (25) vyplyva, Ze penetrd hloubkad, zavisi na vinové délce intarveného
z&eni (s rostouci vinovou délkou tj. s klesajicimo¢kem se zvySuje hloubka penetrace). Ve
skut&nosti to znamena, Ze relativni intenzita ab&oigh pas se snizuje s rostouci enerdii |

z&eni tj. v oblasti vysSich vidti. Tento jev je ¥tSinou kompenzovan tz2\ATR korekci
[109].

V infratervenych spektrech nativnich HLyipadré vzorki DOM maZzeme nalézt celou
fadu fundamentalnich p@skteré jsou charakteristické pro jednotlivé finkskupiny.

Oc = (26)

Absorgni pas v oblasti 3400-3300 cmodpovida valeinim vibracim —OH skupin.
Hydroxylové skupiny velmi ochotntvori v HL vodikové niistky a poskytuji tak velmi Siroky
pas, ktery znesnadje identifikaci aromatickych struktur v oblasti3030 cm®. V rozmezi
vino&ti 2900—2800 cnt se nachazi oblast specifické absorpce alifatickyiokenich skupin
(-CH, —CH a —CH). V infracervenych spektrech nativnich HLu#eme nalézt absa¥pi
pasy Vv oblasti~ 2920 cm* a~ 2850 cm’, které odpovidaji asymetrickym a symetrickym
valerénim vibracim methylenovych futikich skupin. Absori pas v oblast: 2960 cm' je
charakteristicky pro methylované a acetylované Hi€ry pipada asymetrickym vibracim —
CHs skupin. Ostry pas lokalizovany v oblastil725-1710 cit néleZi valetnim vibracim
karbonylovych funknich skupin v karboxylovych kyselinach. Soli Hhufméty afulvéty)
jsou charakterizovany abs@rgmi pasy v oblasti~ 1550 cm® a~ 1400 cm®, které
odpovidaji symetrickym a asymetrickym vibracim kawatového aniontu COOV piipact
methylovanych HK miZzeme v FTIR spektrech pozorovat absgoippasy v oblasti 1785—
1735 cm® nélezici vibracim karbonylovych futtkich skupin v methyl esterech.
V infracervenych spektrech acetylovanych HKizame identifikovat specifické absarp
pasy pi ~ 1840 cm', ~ 1815 cm®, ~ 1775 cm* a~ 1740 cm’, které odpovidaji vibracim
karbonylovych funknich skupin v cyklickych anhydridech,fipadré v acetanhydridech.
Interpretace absokpiho pasu v oblasti~ 1610 cm® je porgkud sloZigjsi v disledku
specifickych absorpci struktufrrodliSnych funknich skupin. Obecenje tento absokmi pas
piipisovan vibracim konjugovanych dvojnych vazeb (GS¥ v aromatickych strukturach
HL. Musime si u¢domit, Ze v této oblasti inftarveného spektra rovh absorbuji sloteniny
chinoidniho charakteru. Absami pas v oblasti 1690-1635 ¢ naleZi vibracim
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karbonylovych funknich skupin v chinonech fipadré konjugovanych ketonech. \fipad
lokalizace Sirokého absanpiho pasu v této oblasi Ispektra (1690—-1600 ¢ musime bréat
v Uvahu vSechny tyto aspekty. V FTIR spektrechvméth HL mizeme nalézt ostry absarp
pas v oblasti 1500 cth ktery naleZi valemim vibracim jednoduchych aromatickych
struktur. Absorpni péas lokalizovany v oblasti 1460-1450¢mje obvykle pipisovan
deforma&nim vibracim alifatickych funénich skupin. V infréervenych spektrecithto latek
miZeme rovisZ nalézt absokmi pas pi ~ 1400 cm’, ktery odpovida deforndaim vibracim
hydroxylovych skupin a vibracim C-O fenolickych —Cgkupin, pipadre deforma&nim
vibracim C—H v methylenovych a methylovych skupméasiroky absorni pas v oblasti
1280—1200 cnt je principialré piisuzovan deformmim vibracim hydroxylovych furinich
skupin v karboxylovych kyselinach, nebo C-O vibmaci aryl etherech. V rozmezi viéid
1170-950 cnt se nachézi oblast specifické absorpce alifatick@tkoholi (—C—OH),
piipadre C—O vazebné vibrace polysacharitebo polysacharian podobnych latek [11].

Esteves aspol. [110] pomoci Fourierovy autodekbme (FSD) dokazal iradit
jednotlivé C=0O vibrace islusnym funknim skupindm (amidovym, aldehydickym,
karboxylovym, karboxylatovym, ketonickym, esterovyanchinonovym). RowE se mu
poddilo prokadzat, e absofpi pas v oblasti~ 1610 cm® piislusi valesnim vibracim
aromatického kruhu. Dale zjistil, Ze pdmabsorgnich pad aromatickych a alifatickych
funkeénich skupin (1610/2920 ¢h 1610/2850 cnt, pripadré ~ 1500/2920 cit nebo
2850 cm') znatelg koreluje s hodnotou aromaticitya)( ziskanou pomoci**C NMR
spektrometrie.

Vyznamnou vlastnosti HL, ipdevSim HK je jejich vysokd afinitaid tézkym kovam
piipadré organickym polutariim. Do interakce s kovovymi ionty se nejvice zapgojuj
karboxylové a fenolické furtki skupiny, které vynikaji svoji reaktivitou a sgimosti tvdit
silné kovalentni vazby gmito ionty [111-116]. Terkhimu a spol. [111] se pbld urcit, Ze
Hg?" ionty jsou v HK poutany prostdnictvim karboxylovych a fenolickych fuérkich
skupin, kdy dochazi v inftgrvenych spektrech k poklesu abswoigpgh pagé v oblasti
1715 cm®* a 1400 crt, které nalezi valemim vibracim karbonylovych furtkich skupin
v karboxylovych kyselinach a C—O vazebnym vibraéémolickych —OH skupin. Tento fakt
je rovnsz podpden intenzivijsimi absorpnimi pasy pi 1570 cm® a 1430 cnt, které
odpovidaji asymetrickym a symetrickym vibracim CO®Martyniuka a spol. [112] se ve své
praci zabyvali sorpci kovovych ianha lignitické HK. Autoim se podalo zjistit, Ze HK ve
formé gelu vykazuji vysSi afinituigi vSem studovanym iofin v porovnani s praskovymi
HK. Tento rozdil je nejvice patrny wipads Cr** ionti.. Z infratervenych spekter M&—HK
je zZejmé, Ze g pH <5 interaguje s kovovymi ionty pouzé&ast z celkového @tu
karboxylovych funknich skupin. B urcité hodnot pH, nefasgji vSak pH>6 se do
interakce zapojuji vdechny karboxylové a fenolifikgkeni skupiny. Vyjimku tvai P, Ag*

a CU ionty, které jsou schopny interagovat s fenolicky®H skupinami jiz i pH < 6, kdy
tvoii smiSené karboxylat-fenolické komplexy. Obdobnygsledikim dosahl ve své préaci
Piccolo a spol. [113], ktery studoval vazebné iitee Ca*, PF* a C&" ionti s pidnimi HL.
Velmi dobré review finaseji reference [114, 115].

Je vSeobeenznamo, Ze modifikované HL (upravené methylatipgdré acetylaci) se
vyznauji podstati nizsi sorpni kapacitou. V fipact methylovanych a acetylovanych HK
jsou nejreaktivSi funkeni skupiny (—COOH a fenolické —OH) blokovany zavdde
methylovych a acetylovych fugikich skupin, kdy vznikaji methyl estery a anhydridi(.
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Gardea-Torresdey a spol. [116] se pddazjistit, Ze methylaci dochazi ke snizeni vazebn
kapacity HK pro C&" ionty. Naslednou alkalickou hydrolyzou bylo zisb, Ze po od$peni
methylovych funknich skupin dochazi k épvnému obnoveni so¥pi kapacity HK.

Tyto vysledky potvrzuji vyznam karboxylovych a féiokych —OH skupin v problematice
sorpce a imobilizace iohtézkych kova.

3.3 Ustélena acasow rozliSena fluorescerni spektrometrie HL a DOM

Ustalena fluoresceéni spektrometrie (steady-state) je Rojwmyuzivanou technikou ip
studiu a charakterizaci HL a DOM pochazejicich iSogch girodnich matric [117].
V posledni dob se dostava do pégdi wdeckého zajmu i moznost vyuzidso rozliSené
fluorescence pro studiumeéchto latek [118]. Fluoresceéni spektrometrie nam obetn
poskytuje nefeberna mnozstvi informaci tykajicich se strukturgterogenity, fitomnosti
elektron-donornich (-OH, -NKH-O', —CN, —OCH a —OR) a elektron-akceptornich (-COOH
a —-NQ) funkénich skupin, stuphhumifikace a “kondenzace” aromatickych struktur[ay,
119].

A (o) — fulvic-like aC (a) — humiclike jsou typickymi fluorofory huminovych latek (HK
a FK) izolovanych z terestrialnichiippdnich matric, fipadré ne¢kterych frakci DOM.
V excitatné-emisnich spektrech (EEM) HK pochéazejicich z kanistdgickych a mdnich
matric miZzeme nalézt vedlejSi fluores@mm maxima (tzv. odvozen& — humiclike
fluorofory), které jsou lokalizovany v oblasti vy88 vinovych délek excitace a emise. Tyto
fluorofory jsou mnohymi autory pokladany za typidkéorescetini maxima charakterizujici
HL a DOM. V gipad HL, pripadré vzorki DOM pochazejicich z pabznich a miskych
sediment miZeme v EEM spektrech lokalizovat specifické fluger®ni maximum, které je
v odbornych pramenech oztwwano symbolenM (5) — marinehumiclike. MaZzeme se setkat
s tvrzenim, Ze toto fluoresaam maximum je prekurzorem fluorofof@i(«).

B (y) — tyrosinlike aT (d) — tryptofanlike jsou specifickymi fluoresc€nimi maximy
DOM pochazejicich zifrodnich vod, které maji 8y pavod v latkach jako je tyrosin
a tryptofan. Jedna se o residua doposud nehuméi@vorganické hmoty, které jsou
produkovany na zakladmikrobiologické aktivity vodni floéry. Fluoresceni piky B (y)
aT (o) jsou typickymi fluorofory vzork prirodnich vod [17, 21, 120].

Musime si ugdomit, Ze poloha jednotlivych fluoresegrich maxim (fluorofoit A, C, M, B
aT) v EEM spektrech je z mnoha pohlednikatni (tzv.fingerprint), na jejichz zaklag
muzeme HL resp. DOM Klasifikovat [21-22, 117, 121-J12ZPoloha a intenzita
fluorescekiniho maxima Ig) zavisi na mnoha faktorech, které musi bjit ipterpretaci
fluorescenich spekter uvazovany. Velmi dobré review tykagieitéto problematikyimasi
reference [123].

Jak jiz bylo uvedenoiile, vlivem IFE prvniho a druhého druhu je pozoravantenzita
fluorescence HL a DOM nizSi, nez ve skunesti je. Tento fakt je bohuzel mnohymi autory
ignorovan a fehlizen, aproto se ve svych pracich dopgusShepesné interpretace
nantienych dat. Musime si @domit, Ze IFE ovliviuje nejen intenzitu fluorescence, ale
i polohu fluoroforu, pipadré maze dojit k Uplnému vymizeni fluorescgriho maxima
v EEM spektrech, zvla&tpak v tzv.UV-light oblasti ex, abs= 200—-350 nm) [76]. IFE rowa
negiznivé ovliviuje vypatené hodnoty fluorescénich indexi, kterymi jsou HL a DOM
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charakterizovany. Vnihi filtracni efekt musi byt zohledn iv pripade méieni casow
rozliSenych fluorescemich spekter.

Obecrk muzeme v EEM spektrech vodnych roziokozorovat Rayliegiv a Ramafv
rozptyl swtla. Tyto rozptylové jevy mohou byt odstegny pripadré potlaieny, jestlize
odeiteme z EEM spekter HL a DOM exait&-emisni spektrum blanku tj. ultkasté vody —
Mili-Q. Intenzita Raylieghova rozptylu &a mize byt potldgena v gipads, kdy jsou
monochromatory nastaveny do vzajemné polohy 90°boneutomatickou korekci
fluorescekniho spektrometru.

Cenné informace o povaze HL a DOM je mozné ziskav.Zluorescerdnich koeficient,
které jsou definovany jako pamy intenzit fluorescence,fjpadré jako plochy pod Kvkou
pii vhodre zvolenych vinovych délkach emise. Traui se pouziva igdevsim koeficienl,
ktery je zndm jakdluoresceini index[124]. Tento fluorescemi koeficient je definovan jako
pongr intenzit fluorescencerpemisnich vinovych délkach 450 a 500 nrigemz excitani
vinova délka je 370 nm. Podle McKnighta a spol.rduid fluorescetniho indexu vypovida
o pivodu HL a DOM. Huminové latky (HK a FK)fipadré nckteré DOM pochéazejici
z terestrialnich frodnich matric maji hodnotyl nizké ¢ 0,2-1,4), kdeZto FK a DOM, které
jsou produkovany na zakladnikrobiologické aktivity vodni flory, jsou charakizovany
vySSimi hodnotami fluoresce&niho indexu (> 1,9).

Huguet a spol. [125] navrhl ekvivalentni fluoressi@nkoeficientBIX, ktery je definovan
jako pongr I pfi emisnich vinovych délkach 380 (fluoroft — marinehumiclike) a 430 nm
(fluorofor C — humiclike). HL a DOM izolované z terestrialnicltipadré kaustobiolitickych
piirodnich matric jsou charakterizovany nizSimi hadna fluoresceténiho koeficientuBIX
(< 0,8), které vypovidaji o alochtonniniyodu €chto latek. HL pedevsSim vSak DOM maji
zpravidla hodnotyBIX vysSi (0,8-1), které jsou charakteristické prdkydautochtonniho
puvodu, které vznikaji biologickou aktivitou vodniofikroorganizni.

DalSim strukturnim parametrem, ktery je definovém zéklad emisnich spekter HL
a DOM, je humifik&ni indexHIX. Tento fluorescemmi koeficient vychazi z poénu ploch
pod Kivkou emisniho spektra, kdefiplusné plochy A a A, jsou vypdteny jako ploSné
integraly v rozmezi vinovych délek 435—-480 nny)(& 300—345 nm (f, piicemz excitani
vinova délka je 254 nm. Podle Zsolnaye a spol. Jljg6tento fluorescemi koeficient
vyrazre citlivy k pfitomnosti aromatickych jader a poskytuje tedy inface o stupni
humifikace HL resp. DOM. ZvySeni obsahu aromati¢tkgtruktur vede k vyraznému zvySeni
intenzity fluorescence v oblastisAa tim také kistu humifik&niho indexuHIX. Huminové
latky pripadré nékteré frakce DOM izolované z terestridlnich a kabsilitickych matric maji
hodnotyHIX vysoké (> 5), naproti tomu HL agdevSim DOM pochazejici Zipdnich vod
jsou charakterizovany nizSimi hodnotami humiéikéno indexu (<5).

Obdobnych vysledk bylo dosazeno v praci Milori aspol. [127], ktedefinovala
ekvivalentni fluorescemi koeficient A4o Tento fluorescami koeficient je definovan jako
plosny integral pod celym emisnim spektrem tj. zmezi vinovych délek emise 460—-650 nm,
piicemz budici z&ni je pro tento koeficient 440 nm. Ob&amiZzeme konstatovat, Ze se
zvysujici se hodnotou 4 roste stupe humifikace HL a DOM.

Musime si ug¢domit, Ze poloha jednotlivych fluoresagrich maxim huminovéhoA({ C
aM) a proteinovéhoR aT) charakteru je vifsluSnych EEM regionech némma. Ripadné
posuny fluorescemich maximA, C aM jsou z pravidla zjssobeny pitomnosti gkterych
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funkénich skupin, heterogenitou, stwom humifikace a obsahem aromatickych struktur
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb [17, 119, 128].

Huminové latky (HK a FK) agkteré frakce DOM pochazejici z terestrialnidfrqunich
matric jsou principialéd charakterizovany dima fluorescetnimi maximy A (a") aC (a).
V piipact FK jsou tyto fluorofory lokalizovany v oblasti @ich vinovych délek excitace
a emise. Fulvinové kyseliny se obvykle vy vyssSi intenzitou fluorescence v porovnani
s HK. Tyto vysledky nazralji, Ze FK jsou charakterizovany vysSim obsahenktele-
donornich funknich skupin, niz§i molekulovou hmotnosti, vySSi ekalarni heterogenitou,
nizSim stupdm humifikace a niz§im obsahem aromatickych struksutonjugovanym
systémem dvojnych vazeb [21, 65, 84, 88, 124]. @athohych autdr[117, 129-131], kié
se zabyvali studiem HK izolovanych z kaustobiokfich a gidnich matric nizeme v jejich
EEM spektrech nalézt minoritni fluores¢an maxima tzv.C (o) odvozenéhumiclike
fluorofory, které se nachazeji v oblasti vySSichowlych délek excitace a emise 435—
450/500-540 nm).omnost &chto fluorofofi v excita&né-emisnich spektrech je typicka pro
HK, které se vyznauji vysokou molekulovou hmotnosti, nizkou molekaldneterogenitou,
vysokym stupdm humifikace, ktery je indikatorem vysokého obsaromatickych jader
chinonového typu [117]B (y) — tyrosintlike (270-280/300-315 nm)&(d) — tryptofanlike
(270-280/345-360 nm) jsou typickymi fluoreséeimi maximy DOM pochazejicich
z piirodnich sladkovodnich a rrekych vod. Kron téchto fluorofofi mizeme v jejich EEM
spektrech nalézt i fluoresaari maxima huminovéhoipodu tj. fluoroforyA, C aM [17, 21,
132-133]. Musime mit nateteli, Ze sladkovodni zdrojefreky a jezera) mohou byt
kontaminovany opticky zjasijicimi latkami (tzv. optical brightener$, které pochazeji
z odpadnich vod. Jedna sgegevSim o derivaty 1,2-difenylethenu, které majorfescedni
maxima Vv oblasti vinovych délek 330-350/410-450 mndle Hendersona a spol. [22] je
nezbytg nutné jednotlivé frakce DOM izolovat, aby nedoaiazk nepesné interpretaci
EEM spekter.

Musime si ugdomit, Ze HL a DOM jsou neustale modifikovany v issti na case
a podminkach, kterym jsouélem humifik&nich proces vystaveny. Cely proces je
ovliviiovan gredevsim gitomnosti mikroorganizi vlivem vihkosti, teploty a provzduSenosti
piirodni matrice, enzymy aj.

Humifikovana OM pedstavuje jeden z hlavnich fakiorfidici fyzikalne-chemické
a biologické vlastnostigaly a svym mnoZstvim a sloZzenim ovilijje nejen urodnostiply, ale
pini ivelmi vyznamnou ulohu wvigni hygier, tj. schopnosti imobilizovatéiké kovy
a organické polutanty. Této problematice gnavano mnoho odbornych publikaci, které
pojednavaji o vlivu fidavku OM (kompostu [134], chlévské mrvy [135], adpiho kalu
[136] a komunalniho odpadu [137]) na vlastnosti klolovanych z rozlinych pidnich
matric. Podle mnohych aufgr ktefi se zabyvali studiem HL izolovanych z kompostu,
statkového hnoje a odpadniho kalu (malo humifikgean OM) miZzeme v jejich EEM
spektrech nalézt specifické fluorestenmaximaB (y) aT (d), pripadré fluorofory A (") —
fulvic-like. Pritomnost ¥chto fluorofoi v EEM spektrech je typicka pro HL, které se
vyznauji nizkou molekulovou hmotnosti, vysokou moleknlameterogenitou, nizkym
stuprtm humifikace, ktery je indikatorem nizkého obsahuonatickych jader
v “kondenzovagSim” stavu. Musime mit naieteli, Ze aplikace OM dougdy vede K jeji
casténé humifikaci, kdy v jejich EEM spektrechareme pozorovat dalSi fluores¢ain
maxima, kterd se nachazeji v oblasti vysSich viobwjelek excitace a emise,.(a) a jeho
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odvozenéhumiclike fluorofory. V pribéhu humifikatniho procesu se intenzita fluorescence
HL izolovanych z obohacenychigh postups sniZuje, kdy dochazi ¢dst&né mineralizaci
OM, ktera byla do fd aplikovana [138].

ZhasSenfluorescencddiL a DOM

Musime si ugdomit, Ze terminzhasSenifluorescencev sol& zahrnuje jakykoliv proces,
ktery je doprovazen sniZzenita Zhaseni, které vychazi z koliznicltesi mezi molekulami
fluoroforu HL a latkou, ktera je schopna zhasenhaeyvadynamickéV pripac, kde se na
fluorofory HL vaZzi latky zjsobujici zh&Seni (n&gseji ionty téZkych kowi) mluvime
o zhaSenstatickém které je doprovazeno vznikem taefluoreskujicihdkomplexu Statické
zh&sSeni je z hlediska studia a charakterizace Hmiveyznamné, proto se budeme tomuto
procesu dale blizesmovat.

Z&kladnim principem statického zh&Seni je vzniduweéskujiciho komplexu. K formaci
tohoto komplexu mize dojit b’ diky tzv. sfé’e statickéhozhaseni anebo gimou tvorbou
nefluoreskujiciho komplexu v z&kladnim elektronovstavu. JelikozZ fedpokladem zhaSeni
fluorescence v tzv. dfé statického zhaSeni je stav, ve kterém se latteaa ke schopna
zh&sSeni fluorescence nachazi uvsitéry vymezené fluoroforem a zaravenusi platit, Zze
fluorofor v excitovaném stavu a zhasSejici latka abou nEnit svoji vzajemnou polohu
v prostoru Bhem doby Zivota v excitovaném stavu, hiapprostedi s vysokou viskozitou, je
tato situace pro vodné roztoky HL nepré&pddobnéa [63—64].

Pravdpodobrjsi je, Zze HL a DOM s iontyéEkych kowi tvori nefluoreskujici komplexy
v poreru 1:1 dle rovnice:

M+ Q & MQ. (27)

Doba Zivota excitovaného stavuistava nerdnna, protoze k tvokb komplexu dochazi
v zakladnim stavu.

Zavislost intenzity fluorescence na koncentrgtimiZzeme odvodit pomoci konstanty
stability nefluoreskujiciho komplexu. Konstanta b#lity nefluoreskujiciho komplexu je
definovana z fedchozi rovnice vztahem:

Ky = 29 (28)

pricemz celkové koncentrace fluorofdri]o je:

[M], = [M] + [MQ], (29)
kdy po dosazeHiM]o do rovnice (28) a nasledné Uptalostavame rovnici:
ol (30)

My 1+Ks[Ql

Vezmeme-li v ivahu, Ze intenzita fluorescence ijenp unerna koncentraci fluoroforu
(plati pouze proizdiné roztoky), tak rovnici (30) fizeme napsat ve tvaru:
Fy

B = 14 Kol (31)

, , ;. E g . ;. , . , .,
Vysledna zawslosf na koncentracg je linearni, mluvime tedy o linearnim mod&tern
Volmerovyrovnice
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Rychlostni konstanta zhaSeni fluorescence jEipag statického zhaSeni rovna konstant
stability komplexu.

V pifpads nekterych ionfi tszkych kovi, zvlast pak CE* neni zévislos% na koncentraci

Q linearni. Moznym vysstlenim nelinearity Stern-Volmerovy rovnice je egiste dvou
populaci fluoroforu HL, z nichZ jedna je&igtupna k zhaseni a druha nikoliv. Yejmeé, ze
pouze fluorescence vychazejici izspupného typu fluoroforu podléha statickému zh&aSen
Podrobné odvozeniupravené SterrVVolmerovy rovnice piinasi reference [64, 139-140].
Upravena Stern-Volmerova rovnice je dana vztahem:

Fy 1 1

F o fakaldl T (32)

kde £, predstavujecast p&ateeni fluorescence, ktera je schopna podlehnout kéatic
zhaseni & predstavuje konstantu stability [HL—KT§ komplexu [141].

Je obect znamo, Ze unikatni struktura HL resp. DOM utig# vznik komplex s celou
fadou slodenin, gedevsim vSak s iontygZkych kowi [139—-151]. Musime si wdomit, Ze
jednotliva vazebna mista HL a DOM maji odliSné kdéwgeni vlastnosti. Rozsah
a mechanismus komplexace zavigédevsim na pH, iontové sile, povaze kovového iontu,
morfologii vazebného mista a v neposleth® i na koncentraci ligandu HL. lontg¢zkych
kovi jsou v HL vazany fedevSim fun&nimi skupinami, které obsahuji volny elektronovy
par, gipadré = vazebné elektrony (karboxylové, fenolické, enddickaromatické strukturni
jednotky). Komplexani kapacitu HL nizeme definovat jako maximalni &t specifickych
mist, které jsou iistupné k navazani kovovych idnfl42]. Jak jiz bylo uvedenoiie,
hodnota pH fimo ovliviiuje miru disociace HL a DOM. Obetplati, Ze s rostouci hodnotou
pH (=3,5-8,5) se zvySuje komplexd kapacita HL (tj. sofni schopnost), avSakigpH > 9
muze dochazet k hydrolyze jiz sorbovanych tofit43]. Velmi dobré review tykajici se této
problematiky pinasi reference [144].

Piechodné kovy Hg, CUW*, C&*, Ni¥*, F&*, Mn?*, zr?*, Fe*, ', La*, Tb*, U™,
Cr** mohou efektivaa zhaset fluorescenci ligafidHL a DOM, gicemz zhaseci efekt &g
Pt a AP* ionti je mér vyrazny [145-146]. Je vSeobeécznamo, ?e alkalické kovy,
piipadré kovy alkalickych zemin nevykazuji zh&Sectinek. Rechodné kovy maji
energetickoud-hladinu nize nez excitovany singletovy stav HL @ND, a proto mohou
acinné zhaSet fluorescencidhto ligand v disledku intermolekularnihofenosu energie.
Plazovi a spol. [147] se poila urcit, Ze terestrialni HK obsahuji ve své struktumolekuly
porfyrinového typu, kde centralnimi atomighto slo@enin jsou sorbované Elionty. Podle
Ryana a spol. [148] jestsi zhaSeci schopnost €lonti zpisobena jejich schopnosti i
s ligandy HL silné komplexy vriti sféry [Cu(HO)4]L2,4. Antunes a spol. [149] se ve své
praci zabyvala sorpci kovovych idgnna HL. Autoim se podalo zjistit, Ze konstanty
stability [FK-M&"] klesaji v nasledujicim padi Fé*>UO** > Hf" > C¥*. Rovrsz
standard HKFluka byl charakterizovan nejvysi hodnotou konstarapitity Fe** komplexi.
Nejvice podléhal statickému zhaSeni vzorek HK pampdexaci s CE& ionty, kde
fluorescekini z&eni mize byt zhaseno az z 91 %. Zhaovi a spol. [139]akx{ho zjistit, Ze
ionty tZkych kowi o stejné valenci, fiedevdim F& a AP* soupé& o vazebna mista v HL.
Obdobnych vysledk bylo dosazeno v praci Merdyho a spol. [150], kteeyzabyval studiem
padni organické hmoty po komplexaci SSGrCU** a P* ionty. Z nanstenych dat zjistil, Ze
konstanty stability (adsogpich koeficient) klesaji v nasledujicim padi C#* > CrP* > PE™.
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RovreZz poukazal na fakt, Zefiglusné ionty jsou silji sorbovany na fdni organickou
hmotu, kter4d se nachazi v nizSich vrstvaddngho profilu. To znamena, Ze se v nizSich
vrstvach fdniho profilu nachazeji “starsi” vice humifikovaH&, jejichz molekuly obsahuji
vice aromatickych struktur s kyselymi fumimi skupinami. Lu a spol. [151] se ve své préci
zabyval sorpci Hg ionti na DOM. Autofim se pod#lo zjistit, Ze fluorescetni z&eni DOM

je efektivre zhaSeno jejich komplexaci &mito ionty. Vzorky DOM byly charakterizovany
konstantou stability (lo&) Hg?* komplexi ahodnotou zhaseni fluorescente Tyto
parametry komplexace byly stanoveny pomoci modifke SternVVolmerovyrovnice tzv.
linearni model. Hodnoty lol Hg** komplexi se nachazely v rozmezi 4,1-4,8. Subbiah
a spol. [152] se zabyval studiem interakci HK srpbew aktivnimi latkami (CTAB —
kationaktivni, SDS — anionaktivni a neionogennirtoh X-100). V alkalickém progedi jsou
HL zaporrg nabité polyelektrolity, a proto secekavaly pormdrné slabé intermolekularni
interakce s anionaktivnimi a neionogennimi povreéhaktivnimi latkami. Autoiim se
poddilo zjistit, Ze anionaktivni a neionogenni PAL rajsschopny zhaSet fluorescenci HK.
Dale zjistili, Zze pi dosaZeni kritické micelarni koncentrace CTAB xtoku HK dochazi

k tplnému zh&Seni fluorescence a k absenci damystescetnich maxim v EEM spektrech.
Tento pokleslk je zpisoben silnymi intermolekularnimi interakcemi mefdad nabitymi
molekulami CTAB a zpornnabitymi “makromolekulami” huminovych kyselin.

Obecré mizemefici, Zecasow rozliSena fluoresceéni spektrometrie ndm poskytuje cenné
informace o probihajicich procesech v excitovangtavech molekul. Tato technika je
zaloZena na #iteni pokleg intenzit emise a anizotropie, kdy na zaklagchto nandtenych
dat mizeme vyhodnotit doby Zivotaa jejich @islusné relativni amplitud. Musime mit na
pantti, Ze doba Zivota excitovaného stavisilné zavisi na okolnim proidi, a proto ji
muzeme pouZzit k weni fyzikélre-chemickych vlastnosti rozpoddta (tj. polarity, pH,
teploty, ...). Bohuzel, problematicasow rozliSené fluorescence HL a DOM sénuje jen
velmi malo odbornych publikaci [118, 153—-156].

Kumkemu a spol. [154] se padda zjistit, Ze HL pochazejici z terestrialnichiinodnich
matric maji ti doby Zivotar; < 1 ns;z; = 2-5 ns az =~ 8-14 ns.

Periasama a spol. [82] se ve své praci zabyvarpnétacicasow rozliSenych emisnich
spekter (TRES) a z nich vygmnych ¢aso¥ rozliSenych pes plochu normalizovanych
spekter (TRANES) B-naftolu a 2-[2-(4N,N-diethyl-aminofenyl)thiazolo[4,5]chinoxalinu
v systémech s odliSnou polaritou okolniho piedit Autoim se podilo zjistit, Ze az na
nekteré vyjimky dochazi v TRES spektrech k poklestenaity fluorescence s rostoucim
casemty. Tento pokles intenzity fluorescenceaide zpisobit ztratu pozorovanych zm ve
tvaru a pibéhu TRES spektra. Tento problém lze s vyhotkgit pomocicasow rozliSenych
pies plochu normalizovanych spekter (TRANES).

Autori rovnéz rozclili TRES a TRANES spektra na zakkagozorovanych zgm v jejich
morfologii tzn. tvaru, pibéhu, gitomnosti isoemisnich bdd;.

V piipact, kdy je pozorovano identické spektrunti wSech zvolenych¢asech (Oty)
mluvime o systémiypu A, ve kterém je fitomen pouze jeden druh fluoroforu resp. emisni
jednotky. V TRES spektrech dochazi pouze ke koatimimu poklesu intenzity fluorescence
a jednotlivé emisniikvky (0-ty) jsou v TRANES spektrech totozné.

Pokud véasovém intervalu Gz dochazi ke zin¢ tvaru TRES spekter a v TRANES je
identifikovan tzv.isoemisnibod (tj. vinova délka, fi které se intenzita fluorescence&asety
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neneni), mluvime o systémtypu B, ve kterém jsou ifitomny pra¢ dw na sob nezavislé
emisni jednotky.

Dale se autaim poddilo zjistit, Ze v ipact emise ti a vice na sabnezavislych emisnich
jednotek fyp C) jsou véasow rozliSenych pes plochu normalizovanych spektredifitggmny
isoemisni body, jejichz @et je ojednotku mensi, nez je ged druhi fluorofori resp.
emisnich jednotek.

Jestlize dochazi v TRES a TRANES spektrech Ketefitému posunu emisniho maxima
v ¢asovém intervalu Qg ktery je obvykle nasledovany isoemisnim boderfaset >ty
mluvime o fluorescamim systémutypuD, ktery v prvnim ¢asovém intervalu indikuje
piitomnost kontinua druh fluoroforu a v intervalu vymezenyrlasemt >ty poukazuje na
piitomnost dvou na sémezavislych emisnich jednotek.

Poslednim fipadem diskutovanym v této praci je situacaj fteré dochazi ke
kontinualnimu posunu emisniho maxima&asem fyp E). Tento typ TRANES spektra
poukazuje naifitomnost kontinua druhfluoroforu.

Koti aspol. [80] se ve své praci zabyvali studigropulani heterogenity pouZzitych
fluorescernich sond v lipidovych dvojvrstvach d-fosfatidylcholinu. Autoéim se podalo
zjistit, Ze TRES a TRANES spektra jsou vhodnymierkpentalnimi technikami, kterymi je
mozno sledovat polaritu a viskozitu mikroptesti kolem excitovanych fluorofor
v lipidovych dvojvrstvach.

Tiseanovi a spol. [158] se pomoci TRES a TRANEigwepodailo urcit distribuci terbia
v hydratovanych a kalcinovanych mikromezoporézaiblitech.

Velmi dobra review, kterd sesmuji problematice TRES a TRANES spektefedgstavuji
reference [80-81].

3.4 *C spektrometrie nuklearni magnetické resonance HL HOM

13c  spektrometrie nuklearni magnetické resonance . ré3p NMR spektrometrie
s Fourierovou transformaci je povazovana za zakladnepostradatelnou metodu studia
struktury HL a DOM pochazejicich z odli§nychiirpdnich matric [159]. *C NMR
spektrometrie v kapalné fazi (liquid state) se &mpe vysSi rozliSovaci schopnosti,
rozsahlym potem publikovanych praci tykajicich s€C NMR spekter HL a DOM,
pozadavkem malého mnoZstvi vzorku 3-5 mgrealevsim moznosti spojerfC NMR
s dalSimi technikami (LC/NMR, LC/NMR/MS, HPLC/NMR HPLC/NMR/MS).
13C spektrometrie nuklearni magnetické resonance rn@mskytuje cenné informace
o struktue, chemickych a biologickych viastnosti HL a DORJjgh heterogendt pritomnosti
a prostorovém uspadani funknich skupin, podilu aromatickych fragméntigninu,
sacharidovych, peptidovych a alifatickych jednotektupni humifikace a “kondenzace”
aromatickych struktur aj. [160].

V nekterych fipadech komplikuje interpretatiC NMR spekter HL tzv. roz&ni signalu,
které je zfisobeno fitomnosti paramagnetickych idnt(negastji Fe** a Mrf") nebo
nehomogenitou rozpudtého vzorku HL resp. DOM [161]. Z tohotdvbdu je nutné mit na
zreteli, 2e**C NMR spektrometrie klade vysoké narokydigtotu a rozpustnost HL a DOM.
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13C NMR spektrum HL, fipadré vzorki DOM miZeme rozdlit na étyti zakladni oblasti,
které jsou charakteristické pro jednotlivé strukfijednotky resp. furdai skupiny HL: oblast
alifatickych atoni uhliku (0—45 ppm), oblagd-alkylovych a peptidovych atoimuhliku (45—
110 ppm), oblast aromatickych a fenolickych atonuhliku (110-160 ppm) a oblast
karboxylovych a karbonylovych at@gnuhliku (160-200/230 ppm).

Pozice signdl v oblasti 0—45 ppm odpovida absorpci alkanovydikiihmastnych kyselin
a voski. V *C NMR spektrech HL rizeme nalézt signél v oblasti22 ppm, ktery odpovida
absorpci methylovych furdkich skupin. Pozice signalokalizovanych v oblasti 20—60 ppm
nalezi absorpci proteinovych struktur HL a DOM>Z NMR spektrech HL riizeme rovisz
nalézt signaly v oblasteck 27, 31 a 40 ppm, které odpovidaji absorpci mettoxgch
funkenich skupin v alifatickych strukturdch HL. V tétdlasti **C NMR spektra rovey
absorbuji sloteniny alkylfenolového typu. Pozice sigh&l oblasti 60—-90 ppm odpovida
absorpci polysacharidovych jednotek. Signal lolalany v oblastr 55-58 ppm je obvykle
piipisovan methoxy skupindm methylovanych sachiandhemicelul6zach. V této oblasti
13C NMR spektra rizeme rovisz nalézt signaly: 56—62 ppm, které odpovidaji absorpei
uhliku v aminokyselinach a methylenovych fanich skupin v aromatickych strukturach
ligninu. Intenzivni signal lokalizovany v oblasti72 ppm je obvykle fipisovan absorpci C-2,
C-3 a C-5 uhliku v celuléze. ¥C NMR spektrechichto latek nizeme rovisZ nalézt signal
v oblasti =~ 105 ppm, ktery odpovida absorpci C-1 uhliku vidde. Pozice signal
lokalizovanych v oblasti 95-105 ppm jsou principélptisuzovany absorpci anomernich
uhlikéi v sacharidech. V oblast’C NMR spektra ohraténého chemickym posunem 62—
80 ppm nizeme nalézt signaly, které jsoudigisovany tiznym alifatickym alkohalm
a sacharidm. Aromatické strukturni jednotky HL resp. DOM jsodvozeny od ligninu, ktery
je tvoren monomernimi jednotkami 4-hydroxycinnamylalkohollkoniferylalkoholu
a sinapylalkoholu. V oblasti aromatickych a fenkjich atonéi uhliku (110-160 ppm)
muzeme naléztit intenzivni signdly i hodnotach chemickych posium: 115, 130 a 145—
150 ppm. Pozice signalu v oblastil05 ppm odpovida absorpci C-2 a C-6 atoahliku
v sinapylovych tj. syringylovych jednotek. ¥C NMR spektrech HL resp. DOM i#eme
rovnéz nalézt signal v oblast 130 ppm, ktery je obvyklefjpisovan absorpci kvarternich
aromatickych uhliix C-1. V této oblasti chemického posunizeme identifikovat i absorpci
aromatickych uhlix pokud se vSak nachazeji v polaa¢ho nebopara k O-substituovanym
aromatickym uhlikm. Pozice signdllokalizovanych v oblast: 145-148 ppm jsou obvykle
pripisovany absorpci C-3 a C-5 uhilikvazanych -O-4 vazbou v sinapylalkoholovych
jednotkach. Row¥E v této oblasti chemického posunuizeame nalézt absorpci C-3 a C-4
aromatickych uhlilt v koniferylalkoholovych jednotkach. Pozice sighal oblasti 165—
190 ppm odpovida absorpci —COOH resp. —COOnkénich skupin v karboxylovych
kyselinach. \VA3C NMR spektrech HL resp. DOM i#eme roviZ nalézt signél v oblasti
~ 190-230 ppm, ktery je obvyklgipisovan absorpci karbonylovych atérahliku.

Velmi dobré review o této problematice poskytujerence [162—165].

Cenné informace o povaze HL resp. DOM je moZnéatigkzv.strukturnichparamett,
které jsou definovany jako pamy intenzit signél, piipadré jako plochy pod ®vkou pi
vhodre zvolenych chemickych posunech [166-172]. Tsatli se pouziva ifedevsim
koeficienta (f), ktery je znam jakindexaromaticity Tento strukturni parametr je definovan
jako pongr aromatickych a fenolickych atamuhliku & 106-165 ppm) ke vSem atém
uhliku (& 0-165 ppm) vyjma karboxylovych a karbonylovych maio™C. Podle Hatchera
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aspol. [166] hodnota indexu aromaticity roste dekalovou hmotnosti a stupm
humifikace HL. Terestrialni HK maji zpravidla hodyar (f;) vysoké ¢ > 0,5), kdezto FK

aromaticity ¢ < 0,5).

Piccolo a spol. [167] definoval spojitost mezi fawanym strukturnim parametreBiA
a biologickou dinnosti HL resp. HK. Parametr biologické aktivitgif) vychazi z por&ru
obsahu biologicky &innych atoni uhliku tj. aromatickych fragmeitHL a karboxylovych
funkénich skupin (106-230 ppm) k biologicky inaktivni alifatickych aO-alkylovych
funkénich skupin (0-106 ppm). Obecnmizeme fici, Ze s rostouci hodnotou indexu
biologické aktivityBiA roste schopnost HL ovlifovat biologické mechanismy v roatiych
prirodnich ekosystémech. Obdobnych vystetliglo dosazeno v praci Canellase a spol. [168].

Dal$im strukturnim parametrem, ktery je definovém zéklad °C NMR spekter HL
a DOM, je index hydrofobnosti a hydrofilnosti«{/Hs,). Tento koeficient je definovan jako
pomér obsahu uhlikovych ataimvéazanych v C-O, C-N @-, N-alkylovych skupinéach
a atormii uhliku, které tvéi hydrofobni ¢ast molekuly HL resp. DOM. ZvySeni obsahu
alifatickych a aromatickych fugkich skupin vede k vyraznému zvySeni signalu vsibla
chemickych posuin 0-45 a 106-165 ppm atim dochazi ke sniZzeni indgxlrofobnosti
a hydrofilnosti HL. Nap vySSi obsah polarnich fuikich skupin se projevi vySSimi
hodnotami tohoto po#nu. Novakovi a spol. [169] se pdda zjistit, Zze mdni HL jsou
zpravidla charakterizovany vyssimi hodnotamdi/Hz, v porovnani s HK izolovanymi
z odlisnych pirodnich matric tj. leonardit, lignit, oxyhumolitaSelina atd. Podrobnse
monitoringu vlastnosti HL resp. DOM préstinictvim uvedeného strukturniho parametru
vénuji reference [170-172].

Huminové latky (HK a FK) adkteré frakce DOM pochazejici z terestridlnidfirgunich
matric jsou principialé charakterizovany vySSim obsahem aromatickych jakkeré jsou
substituovany karboxylovymi a fenolickymi skupinafhb9, 173]. Sladkovodni a rigké FK
se obvykle vyzn&uji vysSim obsahem alifatickych a hetero-alifatickyfunkénich skupin
[174]. Podle mnohych autib{175-177], kt& se zabyvali studiem FK izolovanychézhto
piirodnich matric mMZeme v jejich strukite nalézt majoritni podil fragmentmastnych
kyselin (1-Ci2, N-Cy4, N-Cyg, N-Cy7, N-Cyg, N-Ci9-39), VOSKi, peptidovych (Arg., Asp., Glu.,
Gly., His., lle., Leu., Thr., Tyr., aj.) a sachangch (Gluc., Gal.,, Man., Fuk., Rha., Ara.,
Rib., Xyl., aj.) jednotek. ftomnost &chto stavebnich jednotek je typick& pro FK, ktezé s
vyznauji nizkou molekulovou hmotnosti, vysokou moleknlameterogenitou, nizkym
stuprem humifikace a “kondenzace” aromatického jadra.

Flaigovi a spol. [178] se potlb urcit, Ze lignin listnatych stroin je tvaren z jednotek
koniferylalkoholu a sinapylalkoholu, zatimco lignjahlicnani obsahuje fevazrie jednotky
koniferylalkoholu. V gipact ligninu trav je vyznamgji zastoupen p-kumarylalkohol. Déle
zjistil, Ze v gipad® padnich HK miZe byt této diference vyuZzito k predikci jejictivodu
a geneze.
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4 CILE DISERTA CNi PRACE

Disert&ni prace je zagfena na studium HL izolovanych z odliSnyctrpdnich matric
s ohledem na poznani jejich struktury a reaktivitso studium HL, fipadré nekterych frakci
DOM, byly zvoleny gedevSim nedestruktivni analytické metody: molekal@absorpni
spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti ¥is), infratervena spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR):*C spektrometrie nuklearni magnetické rezonance
(**C NMR liquid state), ustalena (steady-statehisow rozlisena fluoresceni spektrometrie.

UV/Vis spektra HL resp. DOM p#t k nejlépe prostudovanym, a proto budou vyuZity
k zakladni charakterizaciédhto “biokoloidnich” slowenin. K tomuto Gelu byly vybrany
absorgni koeficienty E4/Es, Ex/E4, Ex/Es, ExsdEs1n Alog K, Eet/Es; a specifické hodnoty
absorbanciAzsp aSUVAs, Dale bude vyuZita inftervena spektrometrie s Fourierovou
transformaci, ktera poskytuje cenné informace ukfiite a povaze HL, jejich reaktivit
prostorovém usgadani funknich skupin, podilu sacharidovych a proteinovyanggek atd.
V nékterych gipadech komplikuji interpretaci inffarvenych spekter HLipkryvajici se pasy
jednotlivych  funknich skupin. Tento problém budgeSen pomoci Fourierovy
autodekonvoluce, fifpadrt metodou prolozeni ikky. Stacionarni fluoresceéni
spektrometrie bude v disettd praci vyuzita kidentifikaci a lokalizaci jedhetch
fluoresceknich maxim, které nam poskytuji komplexni souboforimaci tykajicich se
puvodu, struktury, heterogenity fippmnosti gkterych substitueiit uplatujicich elektron-
donorni a elektron-akceptorni efekt, stéprumifikace a “kondenzace” aromatickych struktur
HL a DOM. Po komplexaci HL s vybranymi iontyzkych kowi budou z emisnich spekter
pomoci Stern-Volmerovy rovnice vypitdny konstanty stability [HL-M&] komplexi, jeZ
jsou zakladnim kritériem posouzeni sorfch schopnosti¢chto “biokoloidnich” slogenin.
Poprvé je zde pouzita metoda tz¥aso¥ rozliSenych pes plochu normalizovanych
fluorescekinich spekter (TRANES), ze kterych lzecityr zda pozorovana emise HL resp.
DOM pochazi ze dvoti vice emisnich jednotek, nebo pouze z jedné. \oskepnirad bude
v této disertdni praci pouZita®C spektrometrie nuklearni magnetické rezonancepalké
fazi (°C NMR liquid state), ktera ndm poskytuje cenné rimface o strukite, chemickych
a biologickych vlastnosti HL resp. DOM, jejich hetgeni€, pritomnosti reaktivnich
a biologicky aktivnich funénich skupin (karboxylovych, —OH fenolickych, arorok§ch
fragment ligninu aj.) stupni humifikace a “kondenzace” amtiokych stavebnich jednotek.
Z namstenych*C NMR spekter budou vygteny tzv.strukturni parametryHL, které jsou
nepostradatelnymi indikatory aromaticity, biologéck aktivity, stups hydrofilnosti
a hydrofobnostidchto unikatnich biokoloidnich” slowenin.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Zdroje huminovych latek

Predmétem studia této disektai prace byly HL extrahované z odliSnychirpdnich matric.
Ve WtSine experiment byly pouzivany HL izolované z lignitu,ady, raSeliny a extraktu
hnédé mdské rasy. Lignitickdh HK (JMLHK) byla izolovana z jihomawského lignitu
(lokalita dil Mir, Mikul ¢ice u HodoninaCeska republika). ®ini HL (P1HK, P2HK a PFK)
byly extrahovany metodou alkalické extrakce z lggily Humic Podzol(lokalita KrkonoSe,
Ceské republika). zZdrojovou matrici ra3elinistnich KICRHK a X'RFK) byla jihateska
radelina &ena v povrchovém dolu v Branné, pobliiedore v Ceské republice. AHK byla
izolovana z extraktu fmlé mdskérasyAscophyllummodosumktery je znam pod komé&rim
ozna&enimSWE Acadian

Padni araSelinitni HL byly izolovany na pracovidiologického centra AWR
v Ceskych Budjovicich pod odbornym vedenim Dr. Novéka.

5.1.1DalSi zdroje huminovych latek

S ohledem na poznani struktury a reaktivitghto ‘biokoloidnich” slogenin byly v této
disert&ni praci pouzity i standardy HL tzn. Leonardite HKlJiott Soil HL a Pahokee Peat
HL. Zdrojovou matrici standardu Leonardite HK (LERHje zoxidované hedé uhli
(leonardit) €Zzené v povrchovém dolu Gascoyne, pobliz Bowman Gouiseverni Dakdat
USA. Standardy jdnich HL (ESHK a ESFK) jsou izolovany z Urodné pnémpuady Elliott
Soil (lokalita Joliet, lllinois, USA). Standardy S&iniStnich HL (PPHK a PPFK) jsou
extrahovany z floridské raSeliny (lokalita NP Evedgs, Florida, USA). Tyto vzorky
standard HL byly zakoupeny od Mezinarodni sp&testi huminovych latek (International
Humic Substances Society — IHSS) jiz ve férmmolovanych preparat BlizSi informace
piinasi reference [179].

5.2 Izolace huminovych kyselin

Pied upraveny lignit byl pomlet v planetarnim mlyngii 400 otmin™ po dobu 15 min
a nasled&é byl separovan sitovanim. Pro vlastni izolaci lighke HK byly vyuzity frakce
o velikosti¢astic < 20Qum. Takto gipraveny lignit byl nasledhvysuSen v sus&ermpii teplot
105 °C a nasledujicich 24 hodin byl v®lponechan na vzduchuiiplaboratorni teplat
Vysledna vlhkost jihomoravského lignitu se pak potwala kolem 9 hm. %.

Jihomoravsky lignit byl dekalcinovan 0,1 mih > roztokem HCI. Naslednbyla suspenze
promyta dostatgiym mnozstvim deionizované vody do Uplného odstrarCl ionti.
Zkouska na ftomnost CI ionti v roztoku supernatantu byla provedena O0,1-dnof
roztokem AgNQ. Dekalcinovany lignit byl extrahovan ¢si roztoki NaOH
a NaP,0O; 10 HO o shodné koncentraci 0,1 mibh™>. PouZity pomir byl 30g
dekalcinovaného lignitu a 1 dnextrakniho roztoku. Suspenze byla ponechana nambta
trepace @es noc tji.= 12 hodin. Supernatant obsahujici extrahované HL dolgklen od
pevného podilu odgdinim na centrifuze ip 4000 RPM. Tento roztok byl okyselen 20%
roztokem HCI na hodnotu pH < 2fiRakto nizké hodneét pH dochazi ke koagulaci HK
z roztoku supernatantu. Vysrazené HK byly od roatBK a nizkomolekularnich organickych
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latek oddleny odstedénim na centrifuze # shodnych parametrech centrifugace ftj.
4000 RPM t. = 20 min aT = 283,15 K. Takto ziskany gel HK byl purifikovan &h roztoki
mineralnich kyselin HCI a HF o koncentraci 0,5 élbj. Suspenze byla ponechana nadmita
tiepa&ce po dobu 48 hodin. Po uplynuti této doby byl gewodil HK oddlen od
purifikacniho roztoku odgedinim na centrifuze za pozmenych podminek centrifugace (tzn.
pii nizSi teplo¢ centrifug&niho prostorul = 278,15 K, pi které vyznama klesé rozpustnost
HK). Gel HK byl greveden do dialyzaich membran o velikosti pdrl000 Da a dialyzovan
proti ultra<isté vod& do Uplného odstréni CI' a F ionti. | vtomto gipad byly béhem
tohoto purifik&niho procesu prov&dy zkousky na fitomnost &chto ionti v dialyza&nim
médiu. V gipact negativni zkouSky narftomnost CI a F ionta v dialyza&nim roztoku byly
HK vymrazeny a naslednyofilizovany.

Obdobnou metodou alkalické extrakce byly izolovaditly z extraktu hadé mdské rasy
Ascophyllum nodosum Tento girodni extrakt NOM je &rn¢ znam pod komenim

s

reference [7].
5.3 Pouzité metody a techniky

» lyofilizator (lyofiliza¢ni stanice Bench Top 4K ZL, VirTis)

* elementarni analyza (EA3000, CHNS-O elementarriyaatr EuroVector)

* termogravimetricka analyza (TGA Q5000 termograviioky analyzator TA
Instruments)

» UV/Vis spektrometrie (Hitachi U3900H, Hitachi Higlechnologies America, Inc)

* FTIR spektrometrie (NicolaS50, Thermo Fisher Scientific, Inc)

« stacionarni, polarizovana fluores¢ah spektrometrie (FluoroL8g Horiba Jobin Yvon
Scientific, Inc)

« caso¢ rozlisena fluoresceéni spektrometrie (FluoroCuBe Horiba Jobin Yvon
Scientific, Inc)

5.3.1 Analyza rozpughého organického uhliku (DOC)

Stanoveni mnozstvi rozpédeho organického uhliku vzark HL bylo provedeno
pracovis¢ém Vodohospod&kych laboratti Povodi Moravy v Bra.

5.3.2 Elementéarni analyza

Elementarni slozeni vzakkHK izolovanych z jihomoravského lignitu a extrakiumedé
morskérasyAscophyllunmodosumnbylo zjiS&no pomoci CHNS-O elementarniho analyzatoru
EA3000. Kalibrace elementarniho analyzatoru bylavedena pomoci standardni latkly
fenylethanamidu (Acetanilidu). Navazené vzorky Hidybspaleny v atmosfé kysliku i
pracovni teplat reaktoru 980 °C. V okamziku spalovani vzorku jek/gato teplota podstatn
vySSi, v disledku silk exotermni reakce oxidace kovového cinu na SK@zdy vzorek HK
byl navadzen veiéch opakovanich. Elementarni sloZzeni vaoHK bylo zjiS€no pomoci
vyhodnocovaciho progran@allidus™ 5.1

Elementarni analyza udnich araSeliniStnich HL byla provedena na pratovi
Biologického centra AVCR v Ceskych Budjovicich.

49



Experimentalngast Centrum materialového vyzkumu FCH VUT v 8rn

VSechny vzorky HL pouzité v této disefita praci byly termogravimetricky analyzovany
na TGA Q5000. Vzorky HL o navazee5 mg byly spéleny z laboratorni teploty na ki
teplotu 1000 °C v atmosfé vzduchu s fitokem 50 mmin™* a s rychlosti ofevu pece
10 °Cmin"%. Ze ziskanych experimentalnich dat byl nasledréen obsah nespalitelného
podilu tj. popela a celkové vihkosti HL.

5.3.3UV/Vis spektrometrie

Molekulova absorgni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblagtiV/Vis) je stale
béZn¢ pouzivanou technikouip studiu HL, a proto byla pouzZita v této dise€rta praci
k primarni charakterizaciét¢hto “biokoloidnich” slowenin. Na zaklagl provedené literarni
reSerSe byly k tomutocélu vybrany tyto absotmi koeficienty a specifické absorbartegEs,
Eo/E4, Ex/Es, EzsdEaig Alog K, Ee1/Egz, Asgo aSUVAs,, které jsou definovany jako pany
absorbanci ip vhodre zvolenych vinovych délkach,ripad jako hodnoty absorbanceip
raznych/aps

Pro (ely charakterizace pouzitych HL pomoci absaiph koeficieni E/Esg
aAlog K byly pripraveny roztoky HL o koncentraci 100 rdgi™® v 0,05 moldm™ roztoku
NaHCG;. Tyto absorpni koeficienty jsou silé zavislé na hodnétpH, a proto bylo pH&chto
solii upraveno 0,01 mam™ roztokem NaOH na finalni hodnotu pH 8.00-8,07.

V piipact absorgnich koeficient Ey/Es, Eu/Es, ExsdEs10 aEet/Es; byly pripraveny soly
HL o hmotnostni koncentraci 10 mdgn> v 0,01 moidm™2 roztoku CHCOONa 3 HO. Jako
v predchozim fipadt bylo pH &chto vzorki upraveno 0,01 mam* roztokem HCI na
konenou hodnotu pH 7,00-7,11.

Za elem studia HL pomoci specifickych absorbanci bgtipraveny jejich roztoky
o koncentraci 10 mgm > ve standardnim fosfatovém pufru ¢@n NaHPO, 2H,0
a NaHPO, 2H,0 v poréru 0,61:0,39) o koncentraci 0,05 nubh > a hodnot pH 7,05.

Takto gipravené roztoky HL byly z&teny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H
v rozmezi vinovych délek 200-900 nm ieknenné kyvet SUPRASIL® s optickou dréahou
1cm.

Podrobr se monitoringu vlastnosti HL préstinictvim uvedenych absdach koeficient
a specifickych absorbancémuji reference [83-95].

5.3.4FTIR spektrometrie

Infracervend spektrometrie (IR), resp. ifeavend spektrometrie s Fourierovou
transformaci (FTIR) poskytuje cenné informace uldtfe a povaze HL, jejich reakti¢it
obsahu jednotlivych furthich skupin, a proto byla vyuzZita vtéto disénia praci
k zakladnimu screeningtcdhto “biokoloidnich” latek. Jak jiz bylo diskutovano v kagi 3.2
pii pouziti “klasické” metody (tj. lisovani HL vifiomnosti KBr) mize dochazet
k dekarboxylaci kyselych furtkich skupin, fipadré jejich deprotonizaci. Z tohototgodu
byla v této praci pouzita metoda difuzniho odrazwwdborné literatte ozn&ovana jako
DRIFTS -DiffuseReflectancénfrared Fourier TransformSpectroscopy

Praskové vzorky HL bylyifpraveny k néteni DRIFT spekter podle nasledujiciho postupu
[180]. V achéatovéieci misce bylo rozétno 200 mg vyzihaného KBr. K tomuto mnozstvi
bromidu draselného bylofidano 1-2 mg vzorku HL a naslediyla tato smis dikladre
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homogenizovana. Taktofipraveny vzorek HL byl vlozen do néastavce diféerzeflexni
jednotky. Nasled¥& byla upravena poloha vzorkovaci patkyi v DRIFTS cele k maximalni
optimalizaci infr&erveného z&ni dopadajiciho na detektor FTIR spektrometruudif-
reflexni FTIR spektra HL byly gfteny na FTIR spektrometru NicoleB50 vybaveném
DRIFTS nastavcem SpectraTech model 0002-395 v mizwi@osta 4000—400 cii se
spektralnim rozlisenim 4 crha s celkovym p&tem akumulovanych zazn@nfNo. of scans)
256. Nandiena DRIFT spektra vzoikHL byla prevedena pomoci softwaru OMNIC 9.0 na
jednotky KubelkaMunk (KM) odpovidajici jednotkam absorbancé# ansmisnim r&eni.
V oblasti “otisku palce” tzv. fingerprintu (1500-@@niY) komplikuji interpretaci
infracervenych spekter HLipkryvajici se pasy jednotlivych fuékich skupin. Tento problém
byl v této diserténi pracifeSen pomoci Fourierovy autodekonvoluce (FSD — Eowself-
deconvolution). Analyza FSD spekter v oblasti 18H0B-cmi* byla provedena pomoci
vyhodnocovaciho programu OMNIC 9.0 Version 0.538IrM dobra review tykajici se této
problematiky pinaseji reference [110, 181-183].

5.3.5Ustalena fluorescemi spektrometrie

Vnitni filtra éni efekt

Hlavni myslenkou tétatasti disertani prace bylo o&fit a otestovat robustnost pouziti
béZzrn¢ pouzivaného korekiho vztahu navrzeného Lakowiczem v oblasti stitliapomoci
ustalené (steady-state) fluores@@inspektrometrie. Jak jiz bylo uvedeno v kapitol8 g
problematika vniiniho filtratniho efektu prvniho a druhého druhu roZtadL mnohymi
autory opomijena arphlizena, a proto se ve svych odbornych praciclowkifji nepesné
interpretace nastenych experimentélnich dat. J&ejmé, Ze vnini filtracni efekt (IFE —
inner filter effec) ovliviiuje nejen vyslednou intenzitu fluorescence HL, igdelohu jejich
fluorescekinich maxim pipadré vypoctené hodnoty fluorescénich indexi, kterymi jsou HL
studovany. Zasry této kapitoly slouzily rovég k optimalizaci hmotnostni koncentrace
roztokii HL pouzitych i ustalené &asow rozliSené fluoresceéni spektrometrie.

Pro studium vniniho filtratniho efektu HL a jeho odstrémi pomoci matematického
aparatu navrzeného Lakowiczem byly pouzity standafdinich HL Elliott Soil tj. ESHK
a ESFK. Za timto &elem byly gipraveny roztoky HL v rozmezi hmotnostnich koncaoitrl—
20 mgdm> ve standardnim fosfatovém pufru nNaHPO, 2H,0 a NaHPO, 2H,0
v pomeru 0,61:0,39) o koncentraci 0,05 mish™® a hodnat pH 7,02—7,13. Taktoijpravené
roztoky standarntl ESHL byly zngfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H v rozmezi
vinovych délek 200-900 nm wémenné kyvet SUPRASIL® s optickou drahou 1 cm.
Z nantfenych UV/Vis spekter roztdk HL byly ode&teny hodnoty absorbanciipvhodns
zvolenych vinovych délkach, ze kterych byly nastedastrojeny kalibrani kiivky (Obr. 14
v kapitole 6.4.1). Jelikoz pb¢h UV/Vis spekter HL obvykle nevykazuje zjevné masim
byly pro owteni linearniho pibéhu koncentréni fady €chto slodenin zvoleny hodnoty
absorbanci i vinovych délkach odvozenych od absorfrh koeficient a specifickych
hodnot absorbanci, tak aby dosSlo kco nejSirSimkryio UV/Vis spektra &chto
“biokoloidnich” slowenin. Shodné vinové délky byly pouZity fi pstudiu IFE prvniho
a druhého druhu a jeho odsttanv excit&nich fluorescenich spektrech standdrdiL. Za
Ucelem studia IFE byly taktofipravené soly HL zrreny na steady-state fluoreséeim
spektrometru Horiba FluoroL8g s nastavenou i&ou &&rbin excit&niho a emisniho
monochroméatoru 5 nm wé&menné kyveét SUPRASIL® pro fluorimetrii s optickou dréahou
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1 cm. Emisni fluorescéni spektra roztok ESHL byla zndftena v rozsahu vinovych délek
380-600 nm p konstantni vinové délce budicihoieai 360 nm. Excitmi fluorescenini
spektra &chto slowenin byla péizena v rozsahu vinovych délek 240-600 ninkpnstantni
vinové délce emise 520 nm. Vimit filtracni efekt roztok HL byl korigovan pomoci
matematického aparatu navrzeného Lakowiczem (revnic19, kapitola 2.2.11).
Prezentované vysledky vzdyegulstavuji pimérné hodnoty zeit nezavislych opakovani.
Smérodatné odchylky «) reprezentované chybovymi @kami nepevySuji velikost
pouzitych symbail v pislusnych grafech, a proto nejsowetto IFE grafech prezentovany.
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Obr. 8: Koncentréni fady roztok padnich HL; a) standard huminové kyselinglliott Soil; b) standard
fulvinové kyselinyElliott Soil

Ustélenéafluoresceidni spektrometrie

Podstatn&ast této disertmi prace je ¥novana studiu HL pomoci ustalené (steady-state)
fluorescekini spektrometrie. Hlavni ideou této kapitoly bylavrhnout a nasled@nproveézt
pilotni experimenty, které by vedly k detaiji charakterizaciéthto biokoloidnich slotenin
s ohledem na poznani jejichaybdu resp. geneze, jednotlivych strukturnich jedkpt
mnoZstvi substituefit uplatiujicich elektron-donorni a elektron-akceptorni &fetbsahu
reaktivnich funknich skupin (COOH a fenolické —OH), heterogengiypré humifikace
a “kondenzace” aromatickych struktur aj. Jak jizlobyuvedeno t#ive (kapitola 3.3),
stacionarni fluorescéni spektrometrie ifgdstavuje vhodnou metodou studia a charakterizace
HL pochazejicich z rozinych girodnich matric.

Za &elem studia a charakterizace pouzitych HL pomoctalesé fluorescemi
spektrometrie byly fipraveny jejich roztoky o hmotnostni koncentraci mg@dm™> ve
standardnim fosfatovéem pufru (&nNaHPO, 2H,0 a NahBPO, 2H,0O v pongru 0,61:0,39)
o koncentraci 0,05 malm™ a hodnat pH 7,00-7,18. Takto fipravené soly HL byly
zmeteny na steady-state fluores¢rfim spektrometru Horiba FluoroL8g nastavenoui&ou
Stsrbin excita&niho a emisniho monochromatoru 5 nmigrkenné kyveét SUPRASIL® pro
fluorescerni spektrometrii s optickou drahou 1 cm. Teplotdy cekyvetou byla Bhem
meieni vesSkerych fluorescénich spekter udrzovana na konstantni hogl26t1 °C pomoci
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obshového termostatu Nesi2bRTE7 Digital Plus, Thermo Scientific. Emisni flesceini
spektra roztok HL pripravenych podle ifgdeSlého postupu byla Ziena v rozsahu vinovych
délek 380-600 nm ip konstantni vinové délce excitsiho zd&eni 360 nm. B méfeni
excitatnich spekteréchto “biokoloidnich” slogenin byl emisni monochrométor nastaven na
520 nm. Tyto fluoresceni spektra byla gfena v rozsahu vinovych délek 300-500 nm.
V téchto mono-dimensionalnich fluores¢afch spektrech byly sledovany pozice
fluoresceknich maxim a jejich intenzit. Zisodu lepSi orientace a lokalizacéigusnych
fluorescenich maxim byla intenzita fluorescence HL normaléma ve vyhodnocovacim
programu OriginPro Version 8.0. Exait&-emisni fluoresceini spektra (EEM -Excitation
EmissionMatrix) soli HL byla znefena v rozsahu vinovych délek emisni osy 300—-600 nm
avrozsahu vinovych deélek excid osy 240-550 nm. Mapovani EEM fluoresasich
spekter vSech vzoikHL prokehlo pi shodném nastaveni krokuékani emise a excitace
5nm. Jak jiz bylo diskutovanorigte (kapitola 3.3), v EEM spektrech vodnych ro#iok
muzeme pozorovat Raylieghh a Ramafiv rozptyl sétla. Tyto rozptylové artefakty byly
potlateny gipadré odstragny ode&tenim EEM spektra blanku tj. ultéasté vody

od namgrenych spektergthto “biokoloidnich” slokenin. Z nandfenych experimentalnich dat
byly vytvoreny matice, ze kterych byly nasleédwymodelovany konturové mapy (contour
maps) vzork HL pomoci vyhodnocovaciho softwaru OriginPro 8.0.

Cenné informace oiwodu, genezi, humifikaci aj. HL je mozné ziskat zw.t
fluorescednich koeficient;, které jsou definovany jako pany intenzit fluorescence,
eventuald jako plochy pod kvkou pii vhodre zvolenych vinovych délkach emise, a proto
byly pouzity vtéto disertani praci k zakladni charakterizacéchto ‘biokoloidnich”
slowenin. Na zaklagl provedené literarni reSerSe byly ktomutdeld vybrany tyto
fluorescekini koeficientyFl, BIX, HIX a v neposlednfad i Milori index Za (Eelem studia
a charakterizace pouzitych HL pomo¢chito fluorescegnich koeficienk byly pripraveny
jejich roztoky o hmotnostni koncentraci 10 > ve standardnim fosfatovém pufru
o koncentraci 0,05 malm™ a hodnat pH= 7.

Fluorescetini index §1) byl ziskan z emisnich spekter HL jako pmmintenzit
fluorescence i vinovych délkach emise 450 a 500 nm. Tyto emifundresceiini spektra
byla méiena v rozsahu vinovych délek 390—600 ninkenstantni vinové délce exatt@ho
zaeni 370 nm.

Obdobnym zpisobem byl obdrZen i fluoresacar koeficientBIX, ktery je definovan jako
poner Ig pii emisnich vinovych délkach 380 (fluorofor tyM) a 430 nm (fluorofor typ(C).
Za timto @elem byly zngteny fluorescetni spektra roztok HL v rozmezi vinovych délek
emise 330—-600 nmipkonstantni vinové délce budicihoreai 310 nm.

Fluorescetini koeficient podle Zsolnayéi(X) byl ziskan z porru ploch emisniho spektra
HL, kde gislusné plochy Aa A, jsou vypdteny jako plosné integraly v rozmezi vinovych
délek 435-480 nm (plochasAa 300-345 nm (plocha A K tomuto @elu byly znéteny
emisni fluorescami spektra fipravenych sal HL v rozmezi vinovych délek emise 280—
600 nm. B méieni chto fluorescetnich spekter byl excitmi monochromator nastaven na
pozici 254 nm.

Podobnym zfisobem byl opaén iMilori index ktery je definovan, jako ploSny integral
pod celym emisnim spektrem HL. Tyto fluorestr@nspektra vzonk HL pouzitych v této
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disert&ni praci byly zméieny vrozsahu vinovych délek 460-650 nnii Bonstantni
Aex = 400 nm.

s

reference [124-127].

Jako v pedchazejicich ifjpadech byly hodnoty fluoresaarich intenzit () korigovany
pomoci matematického aparatu navrzeného Lakowicpsh k odstragni IFE prvniho
a druhého druhu rozt@kdHL.

Zhasenfluorescence

Hlavni mysSlenkou této kapitoly bylo provézt pilotekperimenty zawfené na proces
komplexace ligan@lHL s vybranymi iontydZkych kowi. Jak jiz bylo uvedenoitve (kapitola
3.3), unikatni struktura HL, fpdevSim gitomnost reaktivnich furdnich skupin (-COOH
a fenolické —OH) umaije vznik komplex s celouradou slodenin zejména vSak s ionty
t¢Zkych kowi. Na zaklad provedené literarni reSerSe byly pro studium eyt HL,
reprezentované konstantami stabilit kompl@dL—Me™*], vybrany ionty &kych kovi CU*,
P a H". Za (kelem studia efektivniho zhaseni fluorescence®,GUF* a Hd'* ionty byly
zvoleny jako ligandy komplexaceégni HL izolované z Urodnéigy Elliott Soil tj. standardy
IHSS ESHL.

V prvnim kroku byly gipraveny zasobni roztoky HL o hmotnostni koncent@cmgdm >
v 1 motdm ™2 roztoku KOH. Takto fipravené soly HL byly zneutralizovany 1 mbh >
roztokem HNQ. Jak jiz bylo diskutovanortve (kapitola 3.3), hodnota pH roztoKL piimo
ovliviiuje miru disociace M& ionti v nefluoreskujicim komplexu [HL—M&], a proto bylo
pH tichto zasobnich roztékupraveno 0,1 madm 2 roztokem KOH na finalni hodnotu pH
6,35—-6,37. Kon&na koncentrace HL v zasobnim roztoku s definovanadnotou pH byla
30 mgdm™. V druhém kroku byly fipraveny roztoky iont tZzkych kowi Cu(NQy)a,
Pb(NQ), a Hg(NQ), v rozmezi molarnich koncentraci 0-38@ v 0,1 moldm™ roztoku
KNOs. Nasled® byly piipraveny roztoky systému HL—Me o vysledné hmotnostni
koncentraci ESHL 15 mgm™ alatkové koncentraci iolt tézkych kowi 0—175uM.
PodrobgjSi informace ohledhpiipravy komplext HL piinaSeji reference [147, 184].

Za &elem studia reaktivity HL byly taktofipravené roztoky zgfeny na stacionarnim
fluorescednim spektrofotometru Horiba FluoroL8gs nastavenou i&ou $&rbin obou
monochromatar 5 nm v Kemenné kyvet SUPRASIL® pro fluorimetrii s optickou drahou
1 cm. Jako v fedchozich fipadech byla teplota cely s kyvetothbm n&ieni vSech emisnich
spekter udrzovana na konstantni hodr@@+1 °C pomoci athového termostatu Neslgbh
RTE7 Digital Plus, Thermo Scientific.

Rovrez i vtomto gipack byly hodnotylr korigovany podle Lakowicze [64] pro odstéam
IFE HL.

Z nantienych experimentalnich dat byly pomoci upravenérnS¥®lmerovy rovnice
ziskany parametry komplexace ESHL SGuPH* aHdg" ionty. Pro vlastni vypset
parametit komplexace byla pouzita Stern-Volmerova rovniagvaveném tvaru:

Fo Fy _ 1 i
E N (Fo—F) - faKalMe?*] + fa' (33)
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sz . v F . . L. v .-
Po vyneseni zavislosti painu ﬁ na grevracené hodnétmolarni koncentrace zhaget;.

iontu M&* musime dosii k linearni zavislosti vynesenych experimentalrdelh Pokud body
vynesené zavislosti lezi naimce, tak tato ffmka vymezuje na osg usek, ktery nalezi

hodnot fi (pfevracena hodnotsasti pa@ateini fluorescence, kterd je schopna podlehnout

statickému zhaSeni). Hodnotu konstanty stabilityngtexu [HL-M&'] pak miZzeme uéit

. , , 1
Ze snérnice této [blmky W.

Velmi dobra review tykajicich se vyhodnoceni expemtalnich dat pomoci linearniho
modelu Stern-Volmerovy rovnicgipaseji reference [185-186].

5.3.6 CasoV rozliena fluoresceimi spektrometrie

Vyznamnacast této disertai prace byla gnhovana studiu HL pomociaso rozliSené
fluorescekini spektrometrie. Hlavni mysSlenkou této kapitolydogtestovat a nasledrzavést
nové metody studia HL, které by vedly k detgiimu pochopeni kvantévunechanickych
proces probihajicich v excitovanych stavedthto “biokoloidnich” slowenin. Jak jiz bylo
diskutovano #ve (kapitola 3.3), problematicgsow rozliSené fluorescence HL se doposud
vénuje jen velmi malo odbornych publikaci, a proto mekusime v této diseftai praci
o maximalni vyuziti potencialu, ktery je v oblastiidia a charakterizace HL resp. DOM stale
ne plre vyuzit. K tomuto @elu byla na zaklatprovedené literarni reSerSe vybrana metoda
meéteni ¢aso¥ rozlisenych emisnich spekter (TRESTime ResolvedEmissionSpectrg, ze
kterych byly nasledhpomoci normalizace plochy podiwkou TRES spekter zkonstruovany
tzv. ¢aso¥ rozliSené pes plochu normalizované emisni spektra (TRANEHme Resolved
Area NormalizedEmissionSpectrd. Rovréz byla v této praci pouzita metoda dekonvoluce
steady-state emisnich spekter pomoci&jigth relativnich zastoupentiglusnych dob Zivota
(z) pri danych vinovych délkach. Takto bylo steady-sthterescekini spektrum studovanych
HL rozckleno na jednotliva spektraippmnych emisnich jednotek resp. diuh

Teoretické podrobnosti o pouziti TRES a TRANES lasth studia srsi fluorofofii
piinaseji reference [78, 80-82, 187].

Za (telem studia HL pomogiaso¥ rozlisené fluoresceémi spektrometrie bylyijpraveny
jejich roztoky o hmotnostni koncentraci 10> ve standardnim fosfatovém pufru
o koncentraci 0,01 malm™> a hodnat pH 7,00-7,10. Takto fipravené soly HL byly
zmefeny nacasow rozliseném fluorescénim spektrometru Horiba FluoroCuberacujicim
na zaklad metody TCSPC s nastavenoikél SErbiny emisniho monochromatoru 4—-8 nm
v kiemenné kyvet SUPRASIL® pro fluorescetni spektrometrii s optickou drahou 1 cm.
Méeieni pokles intenzit fluorescence roztkHL probihalo v tzv. reverznim modu (viz.
kapitola 2.2.6). Rozsahme-to-amplitude convertofTAC) byl nastaven na hodnotu 50 ns
s celkovym poétem kanalu 1024. ZpoZdi signalu ¢oaxial delay) bylo vtomto pipadt
nastaveno na 65 ns a hodnota synchrénib@ zpozdni (sync. delay byla ponechana
v piedvolené velikosti tj. 0 ns. Pro excitaci sdiL byla pouzitanand_ED dioda o vinové
délce budiciho zéni 329 nm s 8tou pulzu 1,2 ns a opakovaci frekvenci 1 MHz. Kaig
kvalitniho poklesu intenzity fluorescence HL tj.¢gbfotoni v maximu poklesu, byla hodnota
peak pre-set nastavena na 10 000 counts. Teplota cely s kyvéigla kthem ngfeni
veSkerych fluoresceénich spekter udrzovana na konstantni ho&ind@+l1l °C pomoci
obé¢hového termostatu NesLab Haake A25, Thermo Scientfignalnand_ED diody tzv.
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prompt byl stanoven pomoci koloidniho roztokurekniku znameého pod kondeim
oznaenim LUDOX® Sigma Aldrich s emisnim monochroméatorem nastavengnvinovou
délku pouzité diody tj. 329 nm.

V piipact vSech vzork HL byly poklesy intenzit fluorescenceéieny s krokem 5 nm
nagi¢ celym emisnim spektrem tzn. vrozmezi vinovychekéemise 390-600 nmiip
konstantni vinové délce pouzitdind_ED diody 329 nm. Tyto poklesy intenzit fluorescenc
HL byly obdrzeny pomoci softwaru DataStation Vensid.4. K analyze experimentalnich
TCSPC dat byl pouzit vyhodnocovaci program DASduerescencdecayAnalysisvVersion
6.0, ktery pracuje na principu metody vyhodnoceelinearnich nejmensicbttverai viz.
kapitola 2.2.9. Nawtené poklesy intenzit fluorescence vzorkHL byly vyhradré
vyhodnoceny pomodityi-exponencialnino modelu. Na tomto ndigt velmi dilezité zminit,
Ze @i vyhodnoceni pokles intenzit fluorescence byla hodnota parametru redaké
spravnosti proloZzeng% < 1,2. Priklad vyhodnoceni na#enych TCSPC experimentalnich

dat uvadi Obr. 9.

K ziskani ¢aso¢ rozliSenych emisnich spekter TRES resp. TRANESy hyhntieny
steady-state fluorescém spektra HL v rozsahu vinovych délek 390-600 riinkpnstantni
vinové délce excitaiho zdéeni 329 nm.

Jako v pedchazejicich ifjpadech byly hodnoty fluoresa@rich intenzit () korigovany
pomoci matematického aparatu navrzeného Lakowici@sh k odstragni IFE prvniho
a druhého druhu rozt@kHL.
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Obr. 9: Vyhodnoceni nagtrenych TCSPC experimentalnich dat standardu fuhérigselinyElliott Soil
5.3.713C spektrometrie nuklearni magnetické resonance

13C NMR spektrometrie vzotk HL byla provedena na pracovisti Centralnich lahmita
NMR spektrometrie Vysoké Skoly chemicko-technol&giov Praze pod odbornym vedenim

doc. Hrabala.

Zawretna cast této disertai prace je ¥novana studiu a charakterizaci HL pomoci
13C NMR spektrometrie v roztoku. Tato technika jem&v ozn&ovana v odborné literate
jako liquid state resp. *C NMR LS. V této kapitole disertai prace si klademe za cil

56



Experimentalngast Centrum materialového vyzkumu FCH VUT v 8rn

navrhnout a naslednprovézt pilotni experimenty, které by vedly k poloirjSimu poznani
struktury, chemickych a biologickych vlastnogtitito unikatnich biokoloidnich” slogenin.

Za timto &elem byly gipraveny roztoky HL o koncentraci 50-100 wrg >
v 0,1 moldm roztoku NaOD v BO. Takto pipravené soly HL byly z&feny na'*C NMR
spektrometru Bruké&r Avance Il 500 MHz s pracovni frekvenci 125,77 MHpoitem
akumulaci na jedno spektrum 25 000, délkou exgiteo pulsu 10,ms, akvizénim casem
0,52 sasrelaxai dobou mezi jednotlivymi skeny 2,00s. Pro pmld nezadoucich
deformaci zakladni linie"*C NMR spekter HL byla pouZita metoda pulsni sekeenc
“ZRSEGPIG".

Na zéklad provedené literarni reSerSe bySC NMR spektra HL integrovany v oblasti
alifatickych atont uhliku (0—-45 ppm),O-alkylovych a peptidovych atain uhliku (45—
106 ppm), aromatickych a fenolickych athm uhliku (106-165 ppm) a v oblasti
karboxylovych a karbonylovych atdm®C (165—220 ppm).

Dale byly HL pouzité v této disettai praci charakterizovany pomoci tzstrukturnich
paramete, které jsou definovany jako pa@ny intenzit signal, pripadré jako plochy pod
kiivkou pii vhodre zvolenych chemickych posunech.

Index aromaticityf, (o) byl ziskan Z°C NMR spekter HL jako poim aromatickych
a fenolickych ator uhliku & 106-165 ppm) ke vSem atém uhliku & 0-165 ppm) vyjma
karboxylovych a karbonylovych atdm™C. Tento strukturni parametr itteme vypéitat
podle rovnice:

I
fa = @- (34)
0-165
Obdobnym zpsobem niZeme ziskat Z2C NMR spekter HL tzv.parametr biologické
aktivity HL (BiA), ktery je dan rovnici:
1
BiA = /=22, (35)

10—106

kde 106230 piedstavuje oblast aromatickych fragmemiL a karboxylovych funénich
skupin, gicemzZlg_106 N@lezi oblasti alifatickych @-alkylovych funknich skupin, které jsou
biologicky inaktivni.

Strukturni parametr podle Piccoldsi(Hs,) byl obdrzen z pogru obsahu uhlikovych atoim
vazanych v C-0, C-N @-, N-alkylovych skupinach a ataimuhliku, které tvéi hydrofobni
¢ast molekuly HL. Index hydrofobnosti a hydrofilniodts/Hs) je definovan rovnici:

Hpi _ I45-1061165-230 (36)

)
Hgo Ly ast106-165

s
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Elementarni a DOC analyza huminovych latek

S ohledem na publikované strukturni vzorce humicbviatek, & uz jsme stoupenci
“historického” polymerniho nebo supramolekularningadieni jejich struktury, musi byt
naSe pozornost ipadct elementarni analyzy fokusovana na obsah biogenpicki tj.
uhliku, vodiku, dusiku, siry a v neposledadt i kysliku, vzhledem k tomu, Ze tyto elementy
tvoii majoritni¢ast skeletuéchto unikatnich biokoloidnich” slowenin.

Veskeré HL pouzité v této disettd praci byly podrobeny zakladni charakterizaci pom
elementarni a Dissolved Organic Carbon — DOC agaljantiené vysledky elementarniho
slozeni, mnozstvi rozpu$teho organického uhliku DOC a termogravimetrickéalyry
urcujici obsah popela a celkové vihkosti jsou uvedemab. 1.

Tab. 1: Elementarni slozeni pouzitych HL (elemeritélozeni vzork HL jsou uvedena atom.% a vztazena na
suchy vzorek bez popela), obsah popela, celkowpstha rozpugného organického uhliku DOC

vzorek  elementarni slozeni v atom. % DOC vihkost popel
HL C H N s o (mgge™  (hm%)  (hm %)
LEOHK 48,29 33,37 0,80 0,22 17,33 =) 7,91 2,13
JMLHK 43,73 32,79 0,65 (-) 22,83 748 7,21 3,62
ESHK 44,40 33,49 2,71 0,13 19,27 =) 6,20 0,99
P1HK 32,07 38,29 2,56 (-) 26,77 532 5,02 17,19
P2HK 37,44 42,86 1,11 (-) 18,59 612 5,61 1,37
PPHK 42,74 34,51 2,40 0,20 20,15 =) 6,95 1,03
JCRHK 39,31 38,01 1,36 0,13 21,19 780 5,89 4,78
AHK 34,99 4242 1,33 (-) 21,26 636 6,10 0,28
ESFK 37,01 37,66 2,37 0,25 22,71 =) 7,57 3,71
PFK 35,98 39,99 054 (-) 23,49 656 7,58 5,95
PPFK 39,74 33,04 1,73 0,22 25,27 =) 8,42 6,53
JCRFK 38,74 37,44 0,90 0,22 22,69 627 6,39 3,85

Vysledky z elementarni analyzy ukazuji, Ze pouHté jsou pgevazié tvoreny uhlikem,
vodikem, kyslikem a minoritndusikem a sirou. Prvkové sloZeni pouzitych HL jEab. 1
uvedeno v atomovych procentechtqm.%) z divodu, Ze hmotnostni procent&ng.%o)
nevystihuji elementarni sloZeniéchto ‘biokoloidnich” slowenin v disledku silného
podhodnoceni obsahu vodiku. Jak je patrné z vyglediedenych v Tab. 1, pouzité vzorky
vykazuji typické prvkové sloZeni HL izolovanychezdstrialnich firodnich matric [98, 189].
V obecném pohledu na dosazené vysledky elementasiolieni HL nizeme konstatovat, Ze
HK vyjma vzorki izolovanych z lesnijady Humic Podzol(P1HK a P2HK) a extraktu kdé
morské rasy Ascophyllumnodosum(AHK) obsahuji v porovnani s FK vice organického
uhliku a jeho rozpustné formy DOC. Naproti tomuybiaK pouZzité v této disertai praci
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charakterizovany vyssSim obsahem vodiku a kyslikeyjismkou jiz zminovanych @dnich

a maskych HK. Jak uvadi ve své praci Stevenson [11fipgat pidnich a raSeliniStnich HL
je vysSi obsah dusiku indikatorem mikrobiatimnosti pidnich a vodnich mikroorganism
v praibéhu geneze échto “biokoloidnich” slokenin. RoviZz poukazal na skuteost, Ze
jednotlivé diference v elementarnim sloZzeni HL jgwedevsSim spjaty s druhemiimdni
matrice tzn. z jakych ffrodnich matric byly HL resp. ¢které frakce DOM izolovany.
Elementéarni analyzaignich HL (P1HK, P2HK a PFK) ukazala, Ze tyto vzojkgu tvdaeny
nizs§im obsahem uhliku, dusiku a siry v porovnanstaadardy fidnich HL ESHK a ESFK.
V neposledniad byly tyto “biokoloidni” sloweniny s vyjimkou vzorku izolovaného z lesni
pudy Humic Podzol (P2HK) charakterizovany vysSim obsahem kyslikuobpstandardm
pudnich HL ESHK a ESFK, které byly v této kapitolselit&ni prace pouzity f@devsim jako
refereni material. Obdobnych zémi bylo dosazeno i vifpac HL izolovanych z jihgeské
radeliny. Analyza prvkového zastoupeni raselinitrifiL (X RHK a L'RFK) odhalila, Ze
tyto vzorky obsahuji niz§i mnozstvi uhliku, dusiwsiry v porovnani s jejimifislusnymi
standardy (PPHK a PPFK). V porovnani s pouzityymddadem Pahokee Peat FK bylo
zjisténo, Zze vzorek FK izolovany z jileské radeliny OQRFK) obsahuje niz&i mnoZstvi
kysliku. Kvantitativni prvkova analyza HK izolovargjihomoravského lignitu (JMLHK)
ukazala, Ze tento vzorek je tem nizSim obsahem uhliku, vodiku, dusiku a sigy,zaroveé
vysSim obsahem kysliku vzhledem ke standardu LEOWgtipact vzorku HK izolované
z extraktu hadé mdskérasyAscophyllummodosum(AHK) elementérni analyza odhalila, Zze
tento vzorek obsahuje pe@ém¢é nizké mnozstvi uhliku, kdezto obsah vodiku bylhduw
nejvyssi hodnotou z celého souboru studovanych MhoZstvi dusiku a kysliku bylo
srovnatelné s raselinistni HK pochazejici z §tmké raseliny QRHK).

Jak je patrné z vysledkuvedenych v Tab. 1, vihkost pouZitych vziotdL se pohybovala
v rozmezi~ 5,0-8,4 hm. %. Tato vihkost jefqvazr zpisobena adsorbovanou vzdusnou
vlihkosti prostednictvim karboxylovych a fenolickych —OH fumrkich skupin.

Z porovnani pouzitych HL s jejimiffslusSnymi standardy z hlediska obsahu popela tj.
nespalitelného zbytku anorganickychimesi, které #stavaji na platinové pardde po
termogravimetrické analyze jeegmé, Ze standardy HL vykazovaly vys$stotu, jejichz
popel byl stanoven v rozmezi 0,99-6,53 hm. %. PAiena a spol. [190]dnou alkalickou
extrakci bez zapojeni purifikaich kroki jsou izolovany HL s obsahem popetasto
i prevySujicich= 35 hm. %. Jeiejmé, Ze niZSi obsah popelaipact standard HL je vazan
prevazie na samotny Zzjsob izolace &hto “biokoloidnich” slowenin z terestrialnich
piirodnich matric. Proces alkalické extrakce HL pogltstupu mezinarodni spéfeosti pro
vyzkum HL zahrnuje &kolik purifikacnich kroki tj. opakované proplachovani 0,3 roioh >
smesi HCI a HF (dekalcinace a desilikace), purifikaeekolorg obsahuijici pryskiyci DAX-8
resp. XAD-8 a v neposlediiact dialyza v membranach, jejichz cut-off tepysSuje 10 kDa.
Na zaklad termogravimetrického stanoveni byl nejvyssi ohsaela stanoven wipads HK
izolované z lesni gy Humic Podzol (P1HK), i kdyz byl tento vzorek izolovan metodou
alkalické extrakce dle spaleosti IHSS, jez zahrnuje vSechny 2wowvané purifiké&ni
procedury. Nadmmeérné vysoky obsah popela je v tomtdigadct zpisoben patré& silnou
mineralizaci vzorku P1HK anorganickymi st@minami, které maji sy ptivod v latkach jako
je kaolinit nebo montmorillonit, jejichz abs@md pasy byly lokalizovany v infterveném
spektru tohoto vzorkutmni HK. Podrobgji se budeme &novat identifikaci anorganickych
piimési v pouzitych HL v nasledujici kapitole této diseéni prace.
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Z nantienych hodnot elementarnich slozeni HL byly Wtpay atomové posmy H/C,
O/C a N/C, které jsou uvedeny v Tab. 2. Z wteaych hodnot atomovych pe&ni H/C
a O/C byl sestrojenanKreveleniv diagram na jehoz zakladnohou byt klasifikovany tyto
“biokoloidni” sloweniny. Atomové porry H/C a O/C sumarizované v tomto diagramu jsou
vhodnym aparatem k rychlé a snadné interpretékiienych fyzikalré-chemickych vlastnosti
HL tzn. mechanismu humifikace, podilu aromatickyobsp. alifatickych strukturnich
jednotek, miry (de)hydrogenace, oxidace a v nepaoslegad idekarboxylace. Van
Krevelenmv diagram pouzitych vzotkHL je uveden na Obr. 10.

Tab. 2: Atomové pogry H/C, O/C a N/C vyp&tené z pislusnych hodnot elementarniho slozeni pouzitych HL

vzorek HL H/C o/C N/C
LEOHK 0,69 0,36 0,02
JMLHK 0,75 0,52 0,01

ESHK 0,75 0,43 0,06
P1HK 1,19 0,83 0,08
P2HK 1,14 0,50 0,03
PPHK 0,81 0,47 0,06
JCRHK 0,97 0,54 0,03
AHK 1,21 0,61 0,04
ESFK 1,02 0,61 0,06
PFK 1,11 0,65 0,02
PPFK 0,83 0,64 0,04
JCRFK 0,97 0,59 0,02

Podle Klavinse aspol. [191-192] je vyhodné a spgaHL pochazejici z odliSnych
piirodnich matric porovnavat na zaksagrimérnych hodnot atomovych pami H/C a O/C
a ucit tak nap. stupé (de)hydrogenace, oxidace, dekarboxylace nebo hamesmus
humifikace. Jak je patrné z vyslédkivedenych v Tab. 2, pouzité vzorky vykazuji tygick
hodnoty atomovych po#na HL izolovanych z terestrialnichtipodnich matric [193]. V SirSim
pohledu na prezentované vysledky atomovych garkhiL muzemetici, Ze HK vyjma vzork
izolovanych z lesni @y Humic Podzol (P1HK a P2HK) a extraktu Bdé mdskeé rasy
Ascophyllumnodosum(AHK) jsou v porovnani s FK charakterizovany nmsihodnotami
atomového powru H/C, ktery je indikatorem aromaticity a miry gdhogenace échto
“biokoloidnich” slowenin. Naproti tomu byly FK pouzité vtéto dis€ria praci
charakterizovany vysSimi hodnotami tohoto atomovétmmiru, ktery v sob odrazi
informace o podilu alifatickych jednotek a tudiiniry hydrogenace ¢thto unikatnich
“biokoloidnich” slogenin. Z porovnani pouzitych HL z hlediska atomovooreru O/C je
ziejme, Ze HK s vyjimkou vzorku P1HK vykazuji nizdhsah strukturnich jednotek, které
jsou substituovany kyslik obsahujicimi funkmi skupinami a toigvazre karboxylovymi a —
OH fenolickymi, jejichz atomovy po#n O/C se pohyboval v rozmezi 0,36-0,61. \teoé
hodnoty atomového pafru O/C pouzitych FK poukazuji na vysSi stiipexidace &chto
“biokoloidnich” slogenin.
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Jak je patrné z Obr. 10ugni HL (P1HK, P2HK a PFK) vykazuji vysSi miru hygemace
a oxidace v porovnani se standardy ESHK a ESFK.obgth vysledk bylo dosazeno
i v ptipact HL izolovanych z jihdeské raseliny. Pozice raselinistnich HCRHK a L RFK)
ve van Krevelenehaliagramuodhalila, Ze tyto vzorky jsou siji substituovany alifatickymi
a v gipadt vzorku LRHK i polarnimi funknimi skupinami v porovnani s jejimtiplusnymi
standardy (PPHK a PPFK). V porovnéni s pouzityn'mdaadem PPFK bylo zji&bo, Ze
vzorek FK izolovany z jihteské raseliny ORFK) obsahuje nizsi mnozstvi kyslik obsahuijici
funkeénich skupin tj. karboxylové, —OH fenolické a v nsjgalnitadé i —OCH; methoxylové
funkéni skupiny. Poloha lignitické HK (JMLHK) vean Krevelenehodiagramu vypovida
o vySSim stupni oxidace a hydrogenace skeletu téiokoloidni” slouweniny vzhledem
k pouzitému standardu LEOHK. Jak je z Obr. ¥8jmmé, HK izolovana z extraktu baé
moiské fasy Ascophyllum nodosum (AHK) byla charakterizovdna nejvysSi hodnotou
atomového powrru H/C, jez dava tuSit zgaou miru hydrogenace tétobibkoloidni”
sloweniny. Hodnota atomového pém O/C byla vtomto fipad shodna se standardem
pudni FK (ESFK).
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N L L 1 n n L 1 1 L L 1 L I 1 1 1 1 L
1 B LeoHK  HK ‘ i
149 @ IMLHK | : [l
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Obr. 10: van Krevelelv diagram pouzitych vzotkHL
6.2 UV/Vis spektrometrie huminovych latek

Molekulova absorni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblaskktromagnetického
z&eni (UV/Vis) je mnohymi autory pokladana za zakladrstrumentalni techniku studia
a charakterizace HL resp. DOM izolovanych z rogJch girodnich matric [87-95]. Za timto
Gcelem byly navrzeny tzv. absam koeficienty a specifické hodnoty absorbanciréisou
zpravidla definovany jako potry absorbanciip vhodré zvolenych vinovych délkach, anebo
jako hodnoty absorbancetipspecifickych vinovych délkach, které odpovidajysarpci
aromatickych struktur tzn. energetickym &mém i elektronovych pechodech vyhradn
n-n* an—n*. Absorgni koeficienty jsou zpravidla ukazateltetini molekulové hmotnosti,
aromaticity, stup& humifikace a mimo jiné i miry substituce aromaéick jadra polarnimi
a hydrofobnimi funknimi skupinami. S vyjimkou absafpiho koeficientu navrzeného
Korshinem [91], musime mit na patin Ze vySe uvedena tvrzeni se vyhradopiraji
o korelace mezi absafpimi koeficienty a strukturnimi charakteristikami Hhap. stedni
molekulovou hmotnosti a aromaticitou, které jsouakvSstanoveny pomoci ostatnich
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instrumentalnich metod i@dev&im SEC -Size Exclusion Chromatographya**C NMR.
Z tohoto divodu by bylo vhodné, ziskané vysledky z UV/Vis dpeetrie podpiit zawry

z velikostré-vylu¢ovaci chromatografie, spektrometrie nuklearni méagké resonancegi
jinymi instrumentalnimi technikami, které jsou sphyg primo kvantifikovat tyto unikétni
“biokoloidni” sloweniny. Hlavni myslenkou téttasti disertani prace bylo ogfit a otestovat
konvekiné vyuzivané absotmi koeficienty a specifické absorbance v oblastirakterizace
a studia HL. VeSkeré HL pouzité vteto disénia praci byly podrobeny zakladnimu
screeningu pomoci UV/Vis spektrometrie. Jednouimdmich atasow¥ nenarénych metod,
jak mohou byt HL charakterizovany jec¢teni jejich absorfnich spekter, ze kterych byly
nasledd vypcitdny zmiované UV/Vis charakteristiky. Vygtené absorni koeficienty
EsEs, ExEs, EoEs, EasdEsi, AlogK, Egt/Es; a hodnoty specifickych absorban8bso
aSUVAs, jsou sumarizovany v Tab. 3.

Tab. 3: Vypdétené hodnoty absotpich koeficient a specifickych hodnot absorbanci pouzitych HL

absorpéni koeficienty specifické absorbance
vzorek

HL Eet/Es; E4JEs EoEs AlogK ExEs E2sdEai0  Azso SUVA254
) ) ) ) ) ) ) (gu-mgtm™)

LEOHK 0,84 4,74 5,86 0,66 2,58 3,95 0,36 8,58
JMLHK 0,86 6,54 6,03 0,74 2,65 3,99 0,42 9,21
ESHK 0,83 3,49 4,49 0,52 2,33 3,32 0,25 1,712
P1HK 0,76 5,72 5,79 0,58 3,27 4,77 0,11 3,26
P2HK 0,48 8,86 10,35 0,94 3,61 6,25 0,13 3,95
PPHK 0,79 5,31 6,43 0,71 2,79 4,32 0,28 7,55
JCRHK 0,68 8,60 8,70 0,90 3,16 5,36 0,17 5,28
AHK 0,73 6,51 4,92 0,74 2,44 3,37 0,09 2,10
ESFK 0,67 12,83 19,21 1,11 4,96 10,25 0,18 5,45
PFK 0,55 12,21 14,53 1,11 3,75 7,49 0,13 4,32
PPFK 0,74 10,31 13,68 0,98 4,26 7,97 0,21 5,80
JCRFK 0,65 16,47 20,06 1,31 4,33 9,61 0,13 4,61

Sumarizované vysledky v Tab. 3 vzdyeg@stavuji pimérné hodnoty zett nezavislych
opakovani. Vyp&tené smirodatné odchylky ) absorgnich koeficieni a specifickych
hodnot absorbanci byly zanedbatelné, a proto nejsowySe prezentované tabulce uvedeny.
Namegiend UV/Vis spektra studovanych HL se vyameala kvaziexponencialnim jdséhem,
ktery je giznany pro tyto ‘biokoloidni” sloweniny. Z Obr. 1P, ktery je uveden filpze této
disert&ni prace vyplyva, ze absorpce HK probiha v oblalstovych délek~ 200—-800 nm.
Jak uvadi ve své praci Chen a spol. [83Fipact HK izolovanych z terestrialnichéijpodnich
matric je intenzivijSi absorpce v oblasti vinovych délekb00—-800 nm ukazatelem vy3ssiho
obsahu aromatickych struktur a alifaticky@tézci s konjugovanym systémem nenasycenych
vazeb. Naproti tomu, FK izolované z ty#irpdnich matric se obvykle vyzé&ai velmi nizkou
absorpci ve vySe uvedené oblasti elektromagnetick&eni. Jak je patrné z vysleilk
sumarizovanych v Tab. 3, pouzité vzorky vykazupitké hodnoty absogpich koeficient
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a specifickych hodnot absorbanci HL izolovanycherestrialnich a kaustobiolitickych
piirodnich matric. Z globalniho hlediska tdeme konstatovat, Ze HK, vyjma vzérk
izolovanych z lesni jy Humic Podzol (P2HK) a jih@eské raseliny (QRHK), jsou

v porovnani s FK charakterizovany vysSi mirou stixst aromatickych struktur polarnimi
funkénimi skupinami. Podle Korshina a spol. [91] je ap&oi koeficientEgt/Eg, vyrazre
citlivy k pfitomnosti polarnich a alifatickych substituénnna aromatickém j&d HL
resp. DOM. Rovi&Z poukazal na skuteost, Ze nizSi hodnoty absoérpho koeficientu
Eet/Es; vypovidaji o substituci aromatického jadi@yazié hydrofobnimi skupinami, anebo
SWedCi o pritomnosti mén substituovanych aroméatve struktie HL. Naopak, hodnota tohoto
koeficientu je vysSi, paklize jsou aromaticka jadadstituovana hydrofilnimi skupinami tzn.
—OH, —COOH, C=0 a v neposlediai prichazeji v avahu i karbonyly esterNaproti tomu
byly FK pouzité v této disertai praci charakterizovany nizSimi hodnotasai/Es;, a proto
se mizeme domnivat, Ze tyto vzorky jsou fegay vysSim stupfim substituce aromatickych
struktur hydrofobnimi skupinami. Vygptené hodnoty absotpiho koeficientu Eg1/Eg,
pudnich HL (P1HK, P2HK a PFK) davaji tusitiimmnost aromatickych sléanin, které jsou
vice substituovany alifatickymi fugkimi skupinami v porovnani s jejichighimi standardy
Elliott Soil. Jak je patrné z vysletikuvedenych v Tab. 3, podobnych &dvbylo dosazeno
i v pripact HL izolovanych z jihgéeské raSeliny. Jako gdeSlém fipad, se raSelinistni HL
vyznaovaly niz§imi hodnotami absanpiho ponéru Es1/Eg;, a proto Ize konstatovat, Ze tyto
vzorky jsou v porovnéni se svymi standardy PPHKP&R charakterizovany nizSi mirou
substituce aromatického jadra polarnimi femikni skupinami. Kroma toho, gichazi v avahu

i moznost, kde jsou aromaticka jadra raSeliniStnith vice substituovana alifatickymi
funkénimi skupinami. NejvySSi hodnoty absoéngho koeficientuEegt/Eg; z celého souboru
studovanych HL vykazovaly HK izolované z jihomork&ko lignitu (JMLHK) aLeonarditu
(LEOHK). Z vySe uvedeného faktu IZgi, Ze tyto vzorky obsahuji v porovnani s ostainim
HL vysoky podil hydrofilnich substitueint které uplaiuji pti méreni UV/Vis spekter silny
efekt elektronoveho ipsunu (ET —electrontransfer effec). Rovrez si v Tab. 3 nelze
nepovSimnout, Ze vygtené hodnoty absofpiho koeficientu Eg/Eg; byly v pripads
uhelnych HK prakticky totozné. UV/Vis analyza odlelze HK izolovana z extraktu bdeé
morské fasy Ascophyllumnodosum (AHK) se vyzng&uje srovnatelnou mirou atypem
substituce aromatickych struktur jako jiZivee diskutovany standard FIRahokeePeat
Krom¢ toho je na tomto mistnutnéfici, Ze tyto vysledky obdrzené pomoci absaipo
koeficientu navrzeného Korshinem [91] jsou v dobin@d se zavry z elementarni analyzy
(vanKrevelenehaliagramy) a**C NMR spektrometrie.

Z nantienych UV/Vis spekter HL byly vypdeny absorgni koeficienty E4/Es, E./Ea,
Alog K, Eyx/Es aEzsdEsro, jejichz hodnoty jsou dobrymi ukazateli molekuloténotnosti
a aromaticity &chto unikatnich Biokoloidnich” slokenin. BliZSi informace o vySe zngmych
absorgnich koeficientech poskytuji reference [83-92]aje i nalézt v odstavcich kapitoly
3.1 této diserteni prace. Jak jerejmé z vysledi uvedenych v Tab. 3, studované vzorky
vykazuji obvyklé hodnoty absafpich koeficienk HL izolovanych z hisdouhelnych, fidnich
a raselinistnich irodnich matric [194-200]. V SirSim pohledu na préonvané vysledky
absorgnich koeficient E4/Es, Ex/Es, Alog K, Eo/E3 a v neposlednifad i EzsdEq19 mizeme
fici, Zze HK jsou v porovnani s FK charakterizovarygsi molekulovou hmotnosti a stupm
aromaticity. Naproti tomu byly tmini a raSelinistni FK charakterizovany nesgovysSimi
hodnotami &chto absorgnich koeficient, které v sob nesou informace o molekulové
hmotnosti, aromaticit a stupni humifikace. Vyptené hodnoty absotpich koeficieni
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pudnich HK (P1HK a P2HK) nazgaji, Ze tyto vzorky jsou v porovnani se svym staddm
ESHK charakterizovany nizSi molekulovou hmotnostiprém humifikace a aromaticitou.
Jak je patrné z vysledksumarizovanych v Tab. 3, FK izolovana z lesimypHumic Podzol
se vyznaovala nizSimi hodnotami absd@rgch pongri E4/Es, Ex/Es, Eo/Es aEzsdEs10, @ proto
muzeme fici, Ze tato FK je oproti svému standardu ESFK aki@rizovana vyssi
molekulovou hmotnosti, stupm humifikace a aromaticitou. Chen a spol. [84] vé praci
uvadi, Ze zt@ivodu velmi nizké absorpce FK a&kterych vzorkk DOM pii vinové délce
665 nm je vhod§Sim koeficientem absofpi index, ktery je definovan jako peém
absorbanci ip 265 a 465 nm, oproti obvykle pouzivanému humifikenu indexu E4/Es.
Obdobnych zawui bylo dosaZzeno ivifpad HL izolovanych z jihgeské raSeliny. Jako
v piipadt absorgniho koeficientu navrzeného Korshinem [91]Bg1/Es, se raSelinistni HL
(JCRHK a X'RFK) vyznaovaly nizsimi hodnotami absampich koeficient, a tudiZ Ize&fci,
Ze tyto vzorky jsou v porovnani se svymi standaP®BHK a PPFK charakterizovany nizsi
molekulovou hmotnosti a aromaticitou. Z vySe uveithen za¥ru lze usuzovat ina nizsi
stupd@ humifikace &€chto “biokoloidnich” slokenin. Tyto zavry jsou ve velmi dobré shéd
s vysledky prezentovanymi v odborné publikaci Puiseaa spol. [201], ktery se v této praci
zabyval studiem a charakterizaci HL izolovanychitevské raSeliny pomoci UV/Vis
spektrometrie. Jak je patrné z vyslédkvedenych v Tab. 3, HK izolovana z jihomoravského
lignitu (JMLHK) se v porovnani se svym standarderEQHK vyzna&ovala vySSimi
hodnotami absormich indexi E4/Es, Eo/E4, Alog K, Ex/Ez aEzsdEs0, @ proto nizemetici, ze
tento vzorek je charakterizovan nizSim sttmpnhumifikace. Tyto hodnoty absdimmich
koeficienti rovnéz s\wdci o nizSi molekulové hmotnosti tétbidkoloidni” slouteniny. Kromg
toho si nelze nepovSimnout, Ze HK izolovana z éttrehredé mdské rasy Ascophyllum
nodosumAHK) se vyzngovala srovnatelnymi hodnotami pouZzitych koefictemtporovnani

s vySe diskutovanym vzorkem JMLHK. Vipact vzorku AHK jsou vypétené hodnoty
téchto koeficient spise ukazateli idni molekulové hmotnosi,, neZli stup& aromaticity,
jak vyplyva ze specifickych hodnot absorbanci aidf, ktery byl vypdten na zaklagl
namsieného>C NMR spektra.

Z nantienych UV/Vis spekter a obsaliozpus¢ného organického uhliku byly stanoveny
a vypaiteny specifické hodnoty absorbanci, které jsou boodé literatie ozng&ovany
zkratkamiAzgo a SUVAs, (SpecificUltraviolet AbsorptionCoefficien) a jejichz hodnoty jsou
vyhradre ukazateli aromaticity échto ‘“biokoloidnich” slo@enin. Podrobné informace
o vypaitu specifické absorbanc8UVAs, jejichz hodnota je zpravidla normalizovana na
obsah rozpushéeho organického uhliku DOGipaseji reference [95-202—-203]. Wkierych
piipadech se fZeme setkat s tim, Ze tento parametr je normalizawa obsah celkového
organického uhliku TOC Fotal Organic Carbon Jak uvadi ve své praci Uyguner a spol.
[204], v pripack studia a charakterizace neporuSenych Wzétk izolovanych z kaustobioliti-
ckych girodnich matric je vhodijsi jejich hodnoty specifické absorbance JdVa UVsgs
normalizovat na obsah celkového organického uhfKDC. Jak je patrné z vysleilk
sumarizovanych v Tab. 3, pouzité vzorky vykazupitiké hodnoty specifickych absorbanci
HL pochézejicich z terestrialnichigpdnich matric [205—-207]. Z globalniho hlediskéz@ame
konstatovat, Ze pouzité standardy HL, s vyjimkou i2&lované z oxidovaného lignitu, jsou
v porovnani s ostatnimi HL charakterizovany vysstaprem aromaticity. Z vySe uvedeného
faktu Ize usuzovat, Ze pouzité standardy HL obsamygsSi podil aromatickych sl¢enin
s tiznou mirou atypem substituce aromatického jaddleP Weishaara a spol. [95] je
specifickd absorbanc@UVAs, velmi dobrym ukazatelem aromaticity HL resp. DOMIimo

64



Vysledky a diskuze Centrum materialového vyzkumuHRGJT v Brné

jiné poukazal na skutaost, Ze s rostouci hodnotou specifické absorbse@ysuje i stuge
aromaticity &chto unikétnich Biokoloidnich” slowenin. Z vySe uvedeného zfwu lze
predpokladat, Ze vyptené hodnotySUVAss miazou byt v dobré korelaci sindexem
aromaticity f,, ktery je definovan na zakladnantteného'®C NMR spektra jako poun
aromatickych a fenolickych atamuhliku & 106—165 ppm) ke vSem atém uhliku & 0—
165 ppm) vyjma karboxylovych a karbonylovych aforffC. Owienim spojitosti mezi
navrzenym parametrem specifické absorbance a indexematicityf, se budeme dnovat

v nasledujici¢asti této disertai prace, ktera je zaffena na studium a charakterizaci HL
pomoci*C NMR spektrometrie. Hodnoty specifickych absortigmainich HL tzn. P1HK,
P2HK a PFK vypovidaji o niz§im obsahu aromatickyatier, které jsou v tomtotipad
piisuzovany mono- a poly-substituovanym kyselinanereofim [208]. Naproti tomu byly
standardy pdnich HL charakterizovany vyssim podilem vySe zmych aromét. Jak je
patrné z vysledk uvedenych v Tab. 3, obdobnych #av bylo dosazeno i vifpact HL
izolovanych z jihdeské rasSeliny. Vyptiené hodnoty specifickych absorbahes, a SUVAs,
naznuji, Zze raSeliniStni HL jsou v porovnani se svymainslardy mé# aromaticke, a proto
jsou rovréz charakterizovany nizsim stugm humifikaceE4/Es. Tyto z&¥ry jsou ve velmi
dobré shod s vysledky uvedenymi v odborné publikaci Malcolfg8@9], ktery se v této praci
zabyval studiem a charakterizaci HL izolovanychid,praselin, kaustobiolit a sladkovod-
nich zdroj pomoci UV/Vis a3C NMR spektrometrie. Naproti tomu, HK izolovana
z jihomoravského lignitu se oproti standardu LEOHKznaovala vySSimi hodnotami
specifickych absorbanci. Kramtoho, je na tomto mistnutné konstatovat, Ze stanovené
hodnotyAzgo aSUVASs, byly v piipact vySe uvedeného vzorku JMLHK nomindlnejvyssi.
To ovSem znamena, Ze HK izolovana z jihomoravsképoitu obsahuje v porovnani
s ostatnimi HL nejvy3Si podil aromatickych struktukterém s¥dci i parametif, vypotitany
na zéklad naméteného*C NMR spektra. Krom toho, si v Tab. 3 nelze nepov&imnout
skute&nosti, Ze HK pochéazejici z extraktuddaé mdské fasy Ascophyllunnodosum(AHK)
byla charakterizovana nejnizSimi hodnotami spddjfith absorbanci. Z vySe uvedeného
faktu, se lze tedy domnivat, Ze tato HK jeev@zre tvorena alifatickymi strukturnimi
jednotkamiO- aN- alkylového typu, které jsou ukazateli latek, kapmavidlaradime mastné
kyseliny, vosky, proteiny a v neposledisict i polysacharidy. Tyto zavy byly mimo jiné
podpdeny ivysledky z elementarni analyzyaf Krevelenehodiagramy, infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaciedevsim°C NMR spektrometrie.

6.3 FTIR spektrometrie a Fourierova autodekonvoluce hunmovych latek

Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaciRI;Tresp. jeji metoda difuzniho
odrazu, ktera je v odborné litersduznama pod zkratkou DRIFTS Biffuse Reflectance
Infrared Fourier TransformSpectroscopyyla v této disertai praci pouzita k zakladnimu
screeningu tzn. identifikaci fugkich skupin a strukturnich jednotek fi@ skelet &chto
unikatnich “biokoloidnich” slogenin. Z nandftenych DRIFTS spekter pouzitych vzérkylo
ztejmé, Ze voblasti “otisku palce” tzv. fingerprint(e 1500—400 cit) znesnhatuji
interpretaci infrédervenych spekter HLipkryvajici se absopi pasy jednotlivych funinich
skupin. Tato pekazka byla vtéto disettai praci vyeSena pomoci Fourierovy
autodekonvoluce (FSD — Fourier self-deconvolution).

Na Obr. 11a jsou uvedena typicka FTIR-DRIFTS smekK izolovanych z terestrialnich
a nizSich rostlinnych (autotrofnich¥imdnich matric. Interpretace absémfch pad byla
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provedena na zakladodborné literatury [11, 161, 210-215], pokud nemédeno jinak.
Siroky absorpni pas v oblasti 3316—3137 chodpovida valetnim vibracim O—H a N—H
skupin v karboxylovych kyselinach, fenolech, alifkjch alkoholech, amidech, etherech, ...,
aj. Hydroxylové funkni skupiny velmi ochothtvori v HL vodikové niistky a poskytuji tak
velmi Siroky pas, ktery obvykle znesmge identifikaci valetnich vibraci C—H skupin
v aromatickych strukturdchéghto “biokoloidnich” slowenin. Vyjma vzorku JMLHK byly
v jejich DRIFTS spektrech lokalizovany absémppasy v oblastech 2941—-2922 ¢ra 2856—
2852 cm' pripadajici asymetrickym a symetrickym valefm vibracim C-H vazeb
methylenovych funénich skupin. Naproti tomu, byl v DRIFTS spektru #kaoHK izolované

z jihomoravského lignitu (JMLHK) identifikovan dudil odpovidajici asymetrické vatem
vibraci C—H vazeb methylovych futskich skupin, jejichZ specificka absorpce je vymezen
oblasti 2970-2950 crh Absorgni pas pi 1452 cm* pripadajici deforménim vibracim —
CHz a —CH~ skupin byl pozorovan pouze u vzorku HK izolovanésni dy Humic Podzol
(P2HK). S vyjimkou vzorku P2HK a AHK byl v jejich RIFTS spektrech lokalizovan
absorgni pas v oblasti vingt 1382—1378 cit odpovidajici symetrické deforiéra vibraci
C—H vazeb v methylovych skupinach nebo symetrickéngni vibraci karboxylového anionu
(COO). Fitomnost tohoto pasu a absence signalu v oblakndréch vibraci methylovych
funkénich skupin v fipadt vSech vzork HK vyjma jiz zmiovaného preparatu JMLHK
indikuje pritomnost elektronegativnino atomu nalysliku v této funkni skupirg. V pripac
vzorki HK izolovanych z jihomoravského lignitu (JMLHK)extraktu hidé mdské fasy
Ascophyllumnodosum(AHK) bylo v jejich DRIFTS spektrech identifikovannevyrazné
absorgni maximum v oblasti 3086—-3010 chytipadajici symetrické valéni vibraci C—H
skupin v aromatech.fRomnost aromatickych strukturnich jednotek bylangd potvrzena
absorgnimi pasy, jejichz pozice byly lokalizovany v okesh vingti 1606—1601 cit

a 1514-1510 cil pripadajici valetinim skeletalnim (dychaci) vibracim ...C-C=C... vazeb
v aromatickém kruhu. Tyto absdérp pasy byly identifikovany u vSech vzdrkryjma HK
izolované z lesni gy Humic Podzol(P1HK). Podle Peuravuoriho a spol. [216] je ab&oirp
pas lokalizovany i ~ 1510 cm® s nej¥tsi pravépodobnosti indikatorem ligninu nebo
z ligninu odvozenych strukturnich jednotek. Jak gatrné z Obr. 11a, intenzita tohoto
absorgniho péasu klesala v padi P2HK > AHK > fRHK > JMLHK. Ostry absoini pas
v oblasti 1719-1710 crhodpovida symetrické valeni vibraci C=0 skupin v karboxylovych
kyselinach. Ve vSech DRIFTS spektrech viorkK byly lokalizovany méa ¢i vice
intenzivni absorgni pasy v oblasti vintii ~ 1680—1630 cit piipadajici symetrickym
valertnim vibracim karbonylovych furtkich skupin v chinonech fipadré konjugovanych
ketonech. Absormi pas pi 1630 cm* pripadajici symetrické valéni vibraci C=0 skupin
v sekundarnich amidech byl pozorovan pouze u vzétKupochéazejici z lesnitply Humic
Podzol (P1HK). Vyjma vzorku JMLHK byl vjejich DRIFTS sg&ech identifikovan
absorgni pas v oblasti 1548-1532 nktery je trading pripisovan valetni vibraci C—-N
a deformani vibraci N-H vazeb v sekundarnich amidech. Jakzj®br. 11a #ejme,

s vyjimkou vzorku P1HK a AHK byl v jejich infeervenych spektrech lokalizovan ngén
vyrazny absorni pas v oblasti 1423-1416 chodpovidajici symetrické valeni vibraci
karboxylového anionu (COQ Rovrez byl v DRIFTS spektrech vyjma vzark HK
izolovanych z jihgeské raseliny QRHK) a lesni idy Humic Podzol (P2HK) identifikovan
absorgni pas pi ~ 1410 cm’ piipadajici deforméni vibraci O—H vazeb fenolickych —OH
skupin. V gipad vzorku HK izolované z extraktu bdé mdskérasyAscophyllummodosum
bylo v jejim infra&éerveném spektru identifikovano nevyrazné ab&urpmaximum i
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1348 cm?, které je obvykle fisuzovano deformimi asymetrické vibraci C—H vazeb
methylovych funknich skupin. Pouze u vzarkP2HK, £RHK a JMLHK byl v jejich IR
spektrech identifikovan absampi pas odpovidajici asymetrické vibraci C—O-C vazeloyl
etherech, jejich? specificka absorpce je vymezdslasti 1269—1244 cth S vyjimkou HK
izolované z jihomoravského lignitu (JMLHK) byl vjigh FTIR-DRIFTS spektrech
lokalizovan pomdrn¢ intenzivni a Siroky absoépi pas, ktery je tradné pripisovan valeni
asymetrické vibraci C—O a defortma vibraci O—H vazeb v karboxylovych a fenolickyeh
OH skupinach, jejichZ vint specifické absorpce je dan rozmezim 1233-1226 ¢rodle
Ibarri a spol. [103] nalezi tento absémp pas i valeéni asymetrické vibraci aryl-O skupiny
v aromatickych etherech. Abseérp pas pi 1180—1142 cit piipadajici valetini asymetrické
vibraci C-O—-C vazeb v alkyl-etherech byl pozoropéunze u vzorik HK izolovanych z lesni
pudy Humic Podzol (P2HK) a extraktu h¥dé mdské rasy Ascophyllumnodosum(AHK).
Vyjma vzorki JMLHK a P1HK byly v jejich infréaervenych spektrech lokalizovany nééh
vice intenzivni absotmi pasy v oblasti 1129-1077 chnkteré jsou zpravidlaijsuzovany
valertni asymetrické vibraci C—O-C a vatain symetrické vibraci C—O vazeb v alifatickych
etherech a sekundarnich alkoholech. S vyjimkoukizdtK pochazejici z jihgeské raseliny
byl v jejich DRIFTS spektrech identifikovan absémp pas odpovidajici valéni symetrické
vibraci C-O avaletni vibraci Si—O vazeb v primarnich alkoholech, palgharidech
a silikatech, jejich? specifickd absorpce je vynmezeoblasti 1044-1033 ¢l Siroky

a intenzivni absotmi pas pi 1037 cm* piipadajici valetini vibraci Si—O vazeb v kaolinitu
byl pozorovan pouze uvzorku HK izolované z lesdyHumic Podzol (P1HK). Jak je
z Obr. 11a #jmé, na silnou mineralizaci vzorku P1HK anorgagiok sloweninami
poukazuji idalSi absokpi pasy, které byly lokalizovany v oblastech \dtio 3800—
3600 cm?, 796—775 cnt a v neposlednfads i 529-471 crit. Méns intenzivni absormi pas
pii 3696 cm™® je obvykle pipisovan valenni vibraci O—H vazeb v kaolinitu. fRomnost
anorganickych pmési byla roviéZz potvrzena ménci vice vyraznymi absogmimi pasy,
jejichz pozice byly lokalizovany v oblastech vitd 796—775cm a 529-471 cit
piipadajici valenni vibraci Si—O, deformii vibraci Si-O—Al a Si—O-Si vazeb v kaolinitu,
montmorillonitu, Kemeni eventuakhjeho amorfni modifikaci. Tyto vysledky nejsou rakak
piekvapivé s ohledem na jiz zj$ty obsah popela, ktery byl ¥ipad: tohoto vzorku nejvyssi.

Jak jiz bylofe¢eno v ivodnim odstavci této kapitoly, z ngenych FTIR-DRIFTS spekter
pouzitych vzork bylo zjevné, Ze v oblasti tzvfingerprintu znesnaduji interpretaci
infracervenych spekter HLipkryvajici se absotpi pasy jednotlivych fundnich skupin.
Tato nesnaz byla v této disaema pracireSena pomoci Fourierovy autodekonvoluce, kterd je
v odborné literatte znama pod zkratkou FSD Fourier selfdeconvolution Pomoci
Fourierovy autodekonvoluce byly ziskany “nové” aipgoi pasy, které nebyly v natifenych
DRIFTS spektrech vzotkHL doposud pozorovanyfipadre se jevily pouze jako nevyrazna
rameénka bez zjevného maxima, kterym nebylo mo#itéadit hodnotu daného vigtu.

Na Obr. 11b jsou uvedena FSD-DRIFTS spektra HKoiahych z jihomoravského lignitu,
lesni pidy Humic Podzo] jihoceské raSeliny a extraktu &dé mdské fasy Ascophyllum
nodosuminterpretace absatpich pas byla provedena na zakkddbornych publikaci [110,
181-183, 217].
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Obr. 11: a) FTIR-DRIFTS spektra HK izolovanych z terestridmia nizSich rostlinnych ¢ffrodnich matric;
b) jejich FSD-DRIFTS spektra

Vyjma vzorku P1HK byl v jejich FSD-DRIFTS spektreldkalizovan ponsrné intenzivni
absorgni pas v oblasti 1748-1742 chodpovidajici valetni symetrické vibraci C=0 skupin
alifatickych estar karboxylovych kyselin. #tomnost alifatickych estér byla rovreéz
potvrzena absotmim pasem, jehoZz pozice byla lokalizovana v oblagtioéta 1197—
1158 cm® pripadajici valetini vibraci C—O vazeb v alkyl-esterech. Jak je z.Qtib Zejmé,
na @itomnost aromatickych esteve studovanych HK poukazuji absémp pasy, které byly
lokalizovany v oblastech vigti 1732—1723 cnt, 1307—1266 cit a 1130—1100 cim. Ostry
a intenzivni absofmi pas pi 1732-1723 cii je traditnd pripisovan valetini symetrické
vibraci karbonylové skupiny v aryl-esterech. Meéfi vice intenzivni absogmi pésy
lokalizované v oblasti “klasického” otisku palcentzxi 1307-1266 ci a 11301100 cil
odpovidaji valetni vibraci Ar-C-O a O-C-C vazeb v aromatickych reste. Ostry
absorgni pas v oblasti 1597—1586 chnéleZi valetni asymetrické vibraci C=0O skupin
v karboxylovém anionu COOVe vSech FSD-DRIFTS spektrech vzibtK byl lokalizovan
mérs intenzivni absorni pas v oblasti vinat 1099-1086 cit, ktery je obvykle fipisovan
rovinné deformeéni vibraci C—H vazeb v aromatech. S vyjimkou vzokg izolované z lesni
pudy Humic Podzol(P1HK) si v jejich infréervenych FSD spektrech nelze nepovSimniiut t
charakteristickych absotpich pas, které se nachéazeji v oblastech Wi0880—867 cnt,
819-813 crit a v neposledniads | 748—744 crit. Absorgni pas i 880-867 cm® odpovida
mimorovinné deforméni vibraci C-H vazeb wetasubstituovanych aromatickych
sloweninach odvozenych od ligninu tzn. koniferylalkahal sinapylalkoholu. Naproti tomu,
absorpni pas lokalizovany v oblasti 819-813¢nje trading piipisovan mimorovinnym
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deformacim aromatickych C—-H vazelpara-substituovanych sl@eninach. V pipact HK
resp. HL se niZze jednat o strukturni jednotky odvozenych od 4rbygcannamylalkoholu.
Jak je z Obr. 11biejmé, z &chto absorgnich pad byl identifikovan jako nejintenzivjsi
signdl, ktery je z pravidlaf@itan mimorovinné deforntai vibraci C—H vazeb wrtho-
substituovanych aromatickych stmminach, jehoz specificka absorpce se nachaziaswobl
748-744 crit. RovrsZ je nutné podotknou, Ze po aplikaci Fourierovyodakonvoluce se
absorpni pasy lokalizované v oblasti 1680—1630 trmachazely § stejnych vingtech,
avsak jejich intenzita byla nesrovnately3si v porovnani stwodnimi DRIFTS spektry. To
vSe miZze @ispet k lepsSi lokalizaci a nasledné identifikaci absoiph pad, které odpovidaji
specifickym vibracim jednotlivych furkich skupin. Ve vSech FSD-DRIFTS spektrech
vzorka HK byly identifikovany intenzitd promenlivé absorpni pasy, které jsou vyhra&n
piipisovany valetinim vibracim C—N a deforniaim vibracim N-H vazeb v sekundarnich
amidech, jejichZ specificka absorpce je vymezenastibl573-1565 ciia 1557-1550 ci.
Jak je z Obr. 11biejmé, na fitomnost alifatickych funénich skupin ve studovanych HK
poukazuji absokmi pasy, které byly lokalizovany v oblastech \itio 1491-1483 cit,
1472-1465 cit a 1458-1443 cm. Ostry avSak ménintenzivni absoini pas pi 1491—
1483 cm* je obvykle pipisovan deforméni vibraci methylenovych furdaich skupin.
Naproti tomu, o fitomnosti koncovych —CHskupin ve studovanych HK &ki pomerné
intenzivni absorgni pas, ktery odpovida deforgmd vibraci C—H vazeb v methylovych
skupinéach, jehoZ specifickd absorpce je Wgha vingty 1472-1465 cit. V pripads
absorgniho pasu lokalizovaného v oblasti 1458—1443'cmejsme schopni rozlisit, zda
pozorovana absorpce pochazi z defamfeh vibraci —CH- nebo —CH alifatickych
funkénich skupin. Na fitomnost delSich nebo ra#ivenych alifatickychietzci, vyjma
vzorku HK izolované z lesniiply Humic Podzol(P1HK), poukazuje absoipi pas, ktery byl
lokalizovan pi 720 + 2 cm®. Pritomnost tohoto absopiho pasu v infréerveném spektru je
typick& pro slogeniny (alkany) stavajicich se 2g/t a vice methylenovych skupin. Absence
absorgniho pasu B 720 cmi* v FSD-DRIFTS spektru P1HK je s n&j$i pravépodobnosti
zpisobena silnou mineralizaci HK anorganickymi gkminami (montmorillonit, fipadré
kiemen v krystalické a amorfni modifikaci), které majtéto casti IR spektra svoji
specifickou absorpci. Ve vS8ech FSD-DRIFTS spektregbrki HK byly identifikovany
intenzitre promenlivé absorpni pasy, které jsou obvyklgipisovany deforménim vibracim
C—H vazeb v methynovych skupinach, jejichz spekifiabsorpce je vymezena oblasti 1356—
1346 cm™* a 1330-1323 cim. Také je nutné podotknou, Ze tyto absafppasy odpovidajici
deforma&nim vibracim v —CH- skupinach maji v IR spektreajcastji podobu dubletu,
jestlize vSak nejsou maskovany intenzjgimi absorpnimi pasy soli karboxylovych kyselin
tj. karboxylafi (COO). Na vyskyt delSich resp. ravenych alifatickychretzca s vyjimkou
vzorka HK izolovanych z lesnitigly Humic Podzol(P1HK a P2HK) poukazuje absaém pas
pii 1069-1060 crit, ktery je trading pokladan za indikator skeletalnich vibraci C—Celmz
v alifatickych skupinach. Podle Ibarri a spol. [108bsorgni pas pi 1176—1170 cnit
muzeme pipsat nejen asymetrické valan vibraci C—O—C vazeb v alkyl-etherech, ale
i valereni vibraci C-O vazeb ve fenolickych —OH skupinaBlovnez je nutnéfici, Zze po
aplikaci Fourierovy autodekonvoluce byly ve vSec®DFspektrech lokalizovany pa@mé
intenzivni absorni pasy v oblastech vlgti 1129-1116 cit, =~ 1090 cm®, 1110-
1104 cm®* a v neposlednfads i 1085-1075 cri, které jsou tradng piisuzovany valetni
asymetrickeé vibraci C-O—-C a vatem symetrické vibraci C-O vazeb v alifatickych etah

a sekundarnich alkoholech. Jak jiz bylo diskutovagse, v tétocasti IR spektra ispivaji
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svoji absorpci i aromatické estery a aromaty, sopmausi byt tyto sloteniny brany v Gvahu.
V pripact HK izolované z lesnijgy Humic Podzol (P1HK) nelze ani vylotit, Ze pongrné
vyrazny absorni pas pi 1117 cm* odpovida valeini vibraci Si-O vazeb vikemeni,
kaolinitu anebo montmorillonitu s ohledem na vysakysah popela v tomto analyzovaném
vzorku. Jak je z Obr. 11b patrné, i v tomigppd se po aplikaci Fourierovy autodekonvoluce
absorgni pasy lokalizované v oblastech 1063—1050"cri040—1030 cit, 987-980 cn,
975-961 crit a 945-942 cit nachazely p totoZnych vindgtech, nicméd jejich intenzita
byla mnohem vy3Si v porovnani &vdnimi difuznimi IR spektry. To vSe nepochgbn
prispélo k lepSi identifikaci a do zaé miry i interpretaci absatpich pas, které v sob
skryvaji informace o specifickych absorpcich jedimgch funkénich skupin. Tyto absoépi
pasy lokalizované v FSD spektrech jsou obvykipipovany valetini symetrické vibraci C—
O avalekni vibraci Si-O vazeb v primarnich alkoholech, palgharidech a jilovych
mineralech tzn. kaolinitech a montmorillonitech.stbpini pas i 1013—1000 ciit odpovida

s nej¥tSi prav@podobnosti rovinné deformiai vibraci C—-H vazeb v aromatickych
sloweninach, jak je patrné z reference [181].

Na Obr. 12a jsou uvedena difuzni ikeavena spektra standartiK izolovanych z Grodné
pudy Elliott Soil, raSelinyPahokeePeata oxidovaného Rmého uhliLeonardite Z porovnani
nantfenych DRIFTS spekter vzaitkHK je zZ'ejmé, Ze infréervend spektra standardtHK
maji monotonyjSi pribéh v celém rozsahu pouzitého IRfeai a v neposledrfadé obsahuji
nizSi pa@et absorpnich pas, které odpovidaji specifickym vibracim jednotlitwfunkenich
skupin. Absence dkterych absorgnich pad maze byt vysétlena tim, Ze v nattenych IR
spektrech standaitdHK dochazi k splynuti jednotlivych absérpch maxim do jednoho
SirSiho pasu. Takovy absdrp pas pak obsahujedily pocet nevyraznych maximifpadre
ramének, kterym obvykle nelze hodnotu Wnostanovit. | v tomto fipact byla nangiena
FTIR-DRIFTS spektra standardHK vyhodnocena na zakladdborné literatury [11, 161,
210-215, 218].

Siroky absorpni pas lokalizovany v oblast: 3600-3200 cit s maximem specifické
absorpce ) 3177-3139 cnt je vyhrad® piipisovan valetinim vibracim O—H a N—H vazeb
v karboxylovych kyselinach, fenolech, alkoholechv meposledni fad iv primarnich
a sekundarnich amidech. Jak jiz bylo diskutovaneed pedevSim hydroxylové skupiny
v karboxylovych kyselinach velmi ochattvoii v HL resp. DOM intermolekularni vodikove
mustky a poskytuji tak velmi Siroky aintenzivni al@mi pas. Rové&Z si nelze
nepovsSimnout, Ze tento absoémp pas byl v pipad standard HK porgkud vyrazwjsi.
Pravdpodobré je to zmisobeno tim, Ze tyto vzorky obsahovaly oproti HKlax@anych
z terestrialnich firodnich matric vysSi adsorbovanou vlhkost, jejibdiota byla
termogravimetricky stanovena v rozmezi 6,20-7,91%mV pipact standard HK Elliott
Soil aPahokeePeathbyl v jejich difuznich spektrech identifikovan pmujeden absopi pas
pii 2938 + 1 cm' odpovidajici asymetrické valkam vibraci C—H vazeb v methylenovych
skupinach. Naproti tomu, byly v DRIFTS spektru .ol EOHK lokalizovany absotmi
pasy fii 2927 cm™ a 2854 crit', které jsou trading pripisovany asymetrickym a symetrickym
valertnim vibracim C—H vazeb v methylenovych fdnkch skupinach. Absence abs@fho
pasu v oblasti 1485-1430 chn ktery je fipisovan deformé&nim vibracim —CH a —CH—
skupin je pravépodobré zpisobena silnou absorpci karboxylovych amid@€OO), které
poskytuji v tétocasti IR spektra posmné Siroky a intenzivni pas. Nelze ani vSak vyibu
prispivek deformanich vibraci O—H vazeb fenolickych —OH skupin, gej specificka
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absorpce je vymezena oblastlL410 cm®. S vyjimkou vzorku ESHK byl v jejich DRIFTS
spektrech lokalizovan absémi pas v oblasti vintia 1380-1378 cit  odpovidajici
symetrické deformani vibraci C-H vazeb v methylovych skupinach nebonetrické
valertni vibraci karboxylového anionu (COP Fitomnost tohoto pasu v oblasti
deforma&nich vibraci tzv.fingerprintu a absence signalu specifické absorpce methylovych
funkénich skupin v fipact vSech vzorlk HK s vyjimkou jiz zmhovaného standardu HK
Elliott Soil poukazuje na substituci této fumk skupiny elektronegativnim atomem, kdy
s nej¥tsSi pravédpodobnosti se jedna o jiz diskutovany kyslik. Veaols difuznich FTIR
spektrech standalidHK byl identifikovan mén vyrazny absorni pas v oblasti vinga
3085-3079 cit, ktery naleZi symetrické valemi vibraci C—H skupin v aromatickych
sloweninach. Ftomnost aromatickych sléanin ve studovanych standardech HK byla
rovréz potvrzena absoépimi pasy, které jsou vyhradmpripisovany valetni “dychaci”
vibraci ...C-C=C... vazeb v aromatickém kruhu, jejickfdecificka absorpce je vyigna
oblastmi 1611-1609 cth a 1516 + 1 cit. Jak je z Obr. 12afgjmé, vyjma standardu HK
pochazejici z rodnéagdy Elliott Soil byly v jejich DRIFTS spektrech lokalizovany neeti
vice intenzivni absotmi pasy, které se nachézely v oblastech &tno883-873 crt
a~ 819 cm'. Absorgni pas P 883-873cri’ je obvykle pisuzovdn mimorovinné
deform&ni vibraci C-H vazeb v 1,3-di-substituovanych artiokgch jednotkach. Naproti
tomu, absorgni pas lokalizovany v oblasti 819 cm® je trading pripisovan mimorovinné
deform&ni vibraci C—H vazeb v 1,4-di-substituovanych artiakgch sloweninach. Jak jiz
bylo diskutovano tive, tyto absorgni pasy jsou s ne§Si prav@podobnosti indikatory
strukturnich jednotek ligninu (4-hydroxycinnamylahiolu, koniferylalkoholu a v neposledni
fack i sinapylalkoholu). Ostry a velmi intenzivni abgini pas lokalizovany v oblasti 1724—
1718 cm* odpovida symetrické valeni vibraci karbonylovych funinich skupin
v karboxylovych kyselinach a aryl-esterech. V gganych DRIFTS spektrech standandK

si nelze nepovsimnout Sirokého absmipo pasu lokalizovaného v oblast2700-2400 crt

s maximem specifické absorpc#& £627 +5 cm*, ktery je vyhradd prisuzovan valetni
symetrické vibraci O-H-O vazeb v karboxylovych kyselinAch vazanych vodikowv
mistky. Absorgni pas resp. raménkoiipl683 cm® piipadajici symetrickym valémim
vibracim karbonylovych furidnich skupin v chinonech,fipadré konjugovanych ketonech
byl pozorovan pouze u vzorllliott Soil HK. Ve vSech DRIFTS spektrech standaHK byl
identifikovan intenzitd promenlivy absorgni pés, ktery je obvyklefjpisovan deformeéni
vibraci O—H vazeb fenolickych —OH skupin, jehoZ odet specifické absorpce je dan p
~ 1410 cm’. Pon¥mé intenzivni absormi pas lokalizovany v oblasti 1234-1229¢nje
vyhradré pripisovan valetini asymetrické vibraci C-O a deforéma vibraci O—H vazeb
v karboxylovych a fenolickych —OH skupinach. ¥gad identifikace tohoto signdlu musime
mit na paniti, Ze tento absotmi pas niZze odpovidat valémi asymetrické vibraci Ar—-O
skupiny v aromatickych etherech. Méwyrazné absokmi pasy lokalizované v oblasti 1082—
1076 cm* jsou obvykle pipisovany valetni asymetrické vibraci C-O-C a vaim
symetrické vibraci C-O vazeb v alifatickych ethérea sekundarnich alkoholech. Tyto
absorgni pasy byly pozorovany pouze u vzorku HK pocha&iegidrodné fpdy Elliott Soil.

S vyjimkou vzorku LEOHK byl v jejich difuznich FTIRpektrech identifikovan absamu
pas pipadajici valetni symetrické vibraci C-O a valém vibraci Si—O vazeb v primarnich
alkoholech, polysacharidech a silikatech, jejiclpedificka absorpce je vymezena oblasti
1045-1040 cr.
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Obr. 12:a) FTIR-DRIFTS spektra standardiK PahokedPeat Elliott Soil aLeonardite b) jejich FSD-DRIFTS
spektra

Na Obr. 12b jsou uvedena FSD-FTIR spektra staridéiid Elliott Soil, PahokeePeat
aLeonardite Absorgni pas pi ~ 1742 cm’ pripadajici valetini symetrické vibraci C=0
skupin alifatickych estér karboxylovych kyselin byl pozorovan pouze u vzoilkbdOHK.
Pritomnost alifatickych estérbyla kron€ toho potvrzena absaipimi pasy, jejichZz pozice
byly lokalizovany v oblasti 1195-1155 chodpovidajici valeii vibraci C-O vazeb v alkyl-
esterech. V infréervenych FSD-DRIFTS spektrech HK si nelze nepovsiumrii pomgrné
intenzivnich absokmich pa4, které byly lokalizovany v oblastech vktd 1729-1716 cit,
1288-1267 cit a 1124 + 1 cnt. Ostry a intenzivni absopi pas pi 1729-1716 cit je
zpravidla pipisovan valetni symetrické vibraci karbonylové skupiny v arytesech.
Intenzitre promenlivé absorpni pasy lokalizované v oblasti tzv. “otisku palgedu tradéne
prisuzovany valetni vibraci Ar-C-O a O-C-C vazeb v aromatickych reste, jejichz
specifickd absorpce nastava v oblasti 1288-1267 aw 1124 cm®. BohuZel v pipads
absorgniho pasu B 1716 cm’ nejsme schopni rozlisit, zda pozorovana absormmhge|
z valergnich vibraci C=0 funknich skupin vazanych v karboxylovych kyselinach aneb
v jejich esterech. Vyjma vzorku HK izolované z la$e PahokeePeat byl v jejich FSD
spektrech lokalizovan absa@mi pas v oblasti 1589-1587 ¢ ktery néleZi asymetrické
valertni vibraci C=0 skupin v karboxylatech (COONa gitomnost aromatickych sléanin
poukazuje absotmi pas pi 1100-1092 ciit odpovidajici rovinné deformiai vibraci C—H
vazeb. V oblasti deforntaich vibraci aromatickych C—H vazeb si nelze nepordut ¢tyt
intenzivnich absokmich pas, které se nachazeji v oblastech i0897—869 crit, 842—
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798 cmi' a 771-747 cit. Dublet i 892 + 2 cm* a 873 +4 cit je zpravidla fipisovan
mimorovinné deforméni vibraci C-H vazeb wetasubstituovanych aromatickych
sloweninach odvozenych od stavebnich jednotek lignidaproti tomu, absotmi pasy
lokalizované v oblastech 842—798 ¢na 771-747 cit jsou tradéns pokladany z indikatory
ortho- apara-substituovanych aromatickych st@min. RoviZ je nutnéfici, ze po aplikaci
Fourierovy autodekonvoluce byly ziskany “nové” aipgoi pasy, které nebyly v natifenych
DRIFTS spektrech standdardHK doposud pozorovany,tipadré se jevily pouze jako
nevyrazna rameénka bez zjevného maxima. Ve vSedardith FSD spektrech standandK
byly identifikovany intenzitd promenlivé absorpni pasy, které jsou trafti¢ pripisovany
symetrickym valetnim vibracim karbonylovych skupin v chinonech ajkgovanych
ketonech, jejichZ specificka absorpce je vymezdsiasti 1684—1629 crh Ponrné vyrazné
absorgni pasy lokalizované v oblastech 1567 cm* a 1543-1539 cm jsou obvykle
prisuzovany valetnim vibracim C—N a deforniaim vibracim N-H vazeb v sekundarnich
amidech. Jak je =z Obr.12biepmé, na Ftomnost alifatickych funénich skupin

v analyzovanych standardech HK poukazuji é&émn vice intenzivni absotmi pasy
lokalizované v oblastech vitth =~ 1489 cm®, 1461-1461 cit a v neposledni fads

i 1447 cm™. Velmi ostry a intenzivni absorpi pas pi ~ 1489 cm’ prisuzovany deformi
vibraci —CH~— skupin byl pozorovan pouze v infeaveném spektru vzorku HK izolované
z Leonarditu Naproti tomu, o fitomnosti alkylovych —CH skupin ve studovanych
standardech HK sdci pomerné vyrazny absorni pas, ktery je tradné pripisovan
deforma&ni vibraci C—H vazeb v methylovych fuftkich skupinach, jejichz viket specifické
absorpce je dan rozmezim 1464-146I'cndak jiz bylo diskutovano itve, v ipads
absorgniho signalu § ~ 1447 cm' nejsme schopni rozlisit, zda pozorovana absorpce j
indikovana deforménimi vibracemi —CH anebo —Chl- skupin. Tento absotpi pas byl
pozorovan rovéZ jen uvzorku LEOHK. Vyskyt delSich nebo reémxenych alkylovych
fetzal v analyzovanych standardech HK byl prozrazéitomnosti typického absatpiho
pasu, ktery odpovida symetrické defosmiavibraci C—H vazeb v alifatickych strukturach
stavajicich se zétyt a vice methylenovych skupin, jehoz specifickd ghs® je vytgena
vinostem 719+2cnl. Podle Stuartové [219] jsowtyiclenné n-alkylové fetszce
charakterizovany absamim pasem vyhradnpri 735 cm™, a proto se iiteme domnivat, Ze
alifatické strukturni jednotky studovanych HK jstwoieny delSimi alkylovymiretzci tzn.
alkyly > —GHq. Jak je z Obr. 12b patrné, ve vSech difuznich FSIR spektrech byl
lokalizovan dublet abso&pich pad, ktery je tradiné pokladan za ukazatele deforénéh
vibraci C—H vazeb v —CH- skupinach, jejichz spekdiabsorpce je vymezena oblasti 1358—
1354 cm™* a 1330-1328 cil. Jak uvadiji ve své praci Terkhi a spol. [111] vipads soli HL
tzn. humat: afulvat: je tento dublet velméasto maskovan silnou absorpci karboxylového
anionu. Na vyskyt delSich resp. reémenych alkylovychietzcil vyjma vzorku ESHK
poukazuje absotpi pas pi 1064-1060 cnt, ktery je obvykle pokladan za ukazatele
skeletalnich vibraci C—C vazeb v alifatickych skimh. RoviZ je na tomto mistnutnéfici,

Ze po pouziti Fourierovy autodekonvoluce byly vastil IR zd&eni vytyteného vinéty 1218—
1204 cm® nalezeny dosud nediskutované ab&ofpasy. Ve viech difuznich infiervenych
FSD spektrech standdrdHK byl identifikovan intenzit& promenlivy absorg@ni pas v oblasti
1218-1204 cnit odpovidajici vyhradhjen deformani vibraci O—H vazeb fenolickych —OH
skupin. Na druhou stranu by bylo poSetilé tentoogtisi pas piradit pouze fenolickym —OH
skupindm s ohledem na nabizejici se¢jg8tinu moznost identifikace tohoto abswnino
signalu. Krond toho mizeme tento abso¥pi pas pipsat asymetrické valéni vibraci Ar—O
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a C-O-C vazeb v aromatickych a nenasycenych ethetak je z Obr. 12bigmé, po
aplikaci Fourierovy autodekonvoluce byly ve vSec®DFspektrech lokalizovany pamé
intenzivni absorgni pasy v oblastech vigth 1125 + 1 crit a 1085-1075 cm, které jsou
tradicné prisuzovany valetni asymetrické vibraci C-O—C a vade symetrické vibraci C-O
vazeb v alifatickych etherech a sekundarnich allatio Absorpni pas pi 1125 + 1 cm*
muze byt roviZ piipséan i valetini vibraci O—C—C vazeb v aryl-esterech. Mimoto, ierova
autodekonvoluce odhalila celdadu absorgnich pad, které doposud nebyly v difuznich IR
spektrech standalid HK identifikovany. Ve vSech FSD spektrech standatdK byly
lokalizovany méa ¢&i vice intenzivni absotmi pasy v oblastech vigti 1041-1027 cit,
997-974 cnit, 947-940 cit a v neposlednifack i 920-918 crit, které jsou vyhradn
pripisovany valetini symetrické vibraci C—O a valém vibraci Si—O vazeb v primarnich
alkoholech, polysacharidech ajilovych minerdleakoj je kaolinit a montmorillonit.
O piftomnosti aromatickych sléenin swde absorgni pas pi 1015 cm® odpovidajici
rovinné deforméni vibraci aromatickych C—H vazeb, ktery byl poagmo pouze u vzorku
LEOHK.

Z porovnani nagtenych difuznich spekter vzarkFK izolovanych z lesni gy Humic
Podzo| jihoceské raSeliny a jejich standardcElliott Soil aPahokeePeat je Z'ejmé, Ze
infratervend spektra FK se navzajem liSily az rhteré vyjimky jen velmi malo, a proto
budou v této disertai praci diskutovany spaie¢ oproti HK, jejichz DRIFTS spektra
vykazovaly markantjsi rozdily. Na Obr. 13a jsou uvedena FTIR-DRIFTldra vzork
FK izolovanych z lesnijmy Humic Podzol(PFK), jihaseské raseliny ORFK), Grodné pdy
Elliott Soil (ESFK) a v neposledtiad i raSelinyPahoked?eat(PPFK).

V difuznich infra&ervenych spektrech vzarkK byl lokalizovan obligatni Siroky absan
pas v oblastir 37003200 cit s maximem specifické absorpce v rozmezi §thc3323—
3223 cm’, ktery jecists pripisovan vazebnym vibracim O—H a N-H vazeb v kaytm®/ch
a —OH fenolickych funénich skupinich, déle pak v alkoholech, primarnicgelkundéarnich
amidech, pipadre intramolekularnich vodikovych vazeb O-HD v adsorbovanych
molekuldch vzdudné vlhkosti. Q@ipmnosti &chto intramolekularnich interakci &ii
i absorgni pas lokalizovany v oblasti 2619-2602 ¢nodpovidajici valetni symetrické
vibraci O-H--O vazeb v dimerech karboxylovych kyselin vazanyduikovymi mistky.
Vyjma standard FK byl v jejich DRIFTS spektrech identifikovan amzitré promegnlivy
absorgni pas pi 2941 +1 cm', ktery je trading prisuzovan valetnim asymetrickym
vibracim C—H vazeb v methylenovych fumikch skupinach. Naproti tomu, byl v difuznich
infracervenych spektrech FK izolovanych z UrodriéypElliott Soil a raSelinyPahokeePeat
lokalizovan dublet ppadajici asymetrickym valénim vibracim alifatickych C—H vazeb
v koncovych —CH skupinach, jejichz specifickd absorpce je vymezefdasti 2975-
2947 cm*. V porovnani s HK izolovanymi z terestrialnich iadfch rostlinnych firodnich
matric nebyly v DRIFTS spektrech FK pozorovany Zdisorpni pasy v oblasti vingiu
1485-1430 cnt, které jsou fipisovany deforménim vibracim alifatickych —CHa —CH~—
skupin. Absence ¢thto absorpnich signal v difuznich spektrech FK je s néfsgi
pravdEpodobnosti zfisobena silnou absorpci soli karboxylovych kysejinkarboxylat
(COQ), které poskytuji v tétdasti IR spektra posmné Siroké a intenzivni pasy. Krairioho
nelze ani vylodit subvenci deforménich vibraci O—H vazeb fenolickych —OH skupin,gb
specifickd absorpce je vymezena oblasi410 cm®. S vyjimkou vzorku FK pochazejici
z urodné pdy Elliott Soil (ESFK) byl v jejich FTIR-DRIFTS spektrech lokalizn absorgni
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pas v oblasti 1390-1387 ¢ ktery je obvykle fipisovan symetrické tzn. de$tnikové
deform&ni vibraci C—H vazeb v methylovych skupinach nepmetrické valenni vibraci
karboxylového anionu COOJak uvadi ve své monografii Mohan [220jit@mnost tohoto
signalu a absence absémfch pad v oblasti vazebnych vibraci —Gldkupin v gipad vzorki
FK izolovanych z lesni @y Humic Podzol (PFK) a jih@eské raseliny ORFK) swdci

o substituci této koncové skupiny elektronegativnatomem, s ohledem na strukturni
morfologii HL pfichazi v ivahu nap atom kysliku. S vyjimkou vzorku PFK byl v jejich
difuznich FTIR spektrech identifikovan m€rvyrazny absorfni pas v oblasti 3094—
3078 cm* odpovidajici symetrické vazebné vibraci C—H vazelbomatickych sloteninéch.
Kromé toho o gitomnosti aromatickych strukturnich jednotek vedsttanych FK s#dci

i intenzitrg promenlivé absorpni pasy, které jsou bezesporu povazovany za ulazate
valertnich skeletalnich vibraci ...C—C=C... vazeb v arylovgttiteninach, jejichZ vineet
specifické absorpce je vymezen oblastmi 1607 + T ca1513 + 1 cit. Z divodu silné
absorpce karbonylovych fudikich skupin v karboxylovych Kkyselinach, aryl-estére
a v neposlednfac i absorpce N—H a C—N vazeb v sekundéarnich amidettyl absorpni
signal i 1513 + 1 cm' v pripads standard FK pozorovan. Ve vech difuznich spektrech
analyzovanych FK byl identifikovan ostry a velicgenzivni absofni pas v oblasti vintia
1724-1716 cit, ktery je zpravidla fisuzovan symetrickym vazebnym vibracim
karbonylovych funknich skupin v karboxylovych kyselinach nebo arooigtth esterech.
Nepili§ intenzivni absofni pas pi =~ 1659 cm’® pripadajici symetrickym valénim
vibracim karbonylovych furdnich skupin v chinonech,fipadré konjugovanych ketonech
byl pozorovan pouze u vzorku PFK. Vyjma standafeK (ESFK a PPFK) byl v jejich
DRIFTS spektrech lokalizovan m&ii vice intenzivni absotmi pas v oblasti specifické
absorpce 1267-1263 chodpovidajici asymetrické vibraci C—-O—C a véhgrvibraci Ar—C—

O vazeb v aromatickych etherech a esterech.éR@nintenzivni absorfni pas p 1231-
1220 cm® je traditns pokladan za ukazatele vater asymetrické vibrace C—-O a defokma
vibrace O—H vazeb v karboxylovych a fenolickych —6kdipinach. Naiftomnost aryl-estér
poukazuje absotmi pas s vinstem specifické absorpceips 1131 cm?, ktery je zpravidla
pripisovan valetini vibraci O—C—-C vazeb v aromatickych esterech.td@ebsorpni signal
byl pozorovan pouze v difuznim IR spektru FK izaoe z lesni fly Humic Podzol

S vyjimkou standardu FK pochazejici z raSelfghokeePeat (PPFK) byl v jejich DRIFTS
spektrech identifikovan intenziinpromenlivy absorgni pas, ktery je zpravidlatipisovan
asymetrické vazebné vibraci C-O-C a symetrické lmazevibraci C-O vazeb v alkyl-
etherech a sekundarnich alkoholech, jejichz spédifiabsorpce je vytgna oblasti 1085—
1074 cm™. Ve vsech difuznich FTIR spektrech analyzovanyebrkii FK byl identifikovan
intenzitrs nevyrazny absotmi pas v oblasti vingé 1047—-1038 cit odpovidajici valetni
symetrické vibraci C-O avalemi vibraci Si-O vazeb v primarnich alkoholech,
polysacharidech a silikatech.

Na Obr. 13b jsou uvedena difuzni FTIR spektra Fazanych z lesnitjady Humic Podzol
(PFK), jihaseské ra3eliny ORFK) a jejich odpovidajicich standarélliott Soil aPahokee
Peat po uplateni Fourierovy autodekonvoluce v oblasti tzv. “otislpalce” IR zé&eni.

Z porovnani ziskanych FSD-DRIFTS spekter FK fejmé, Ze infréervena FSD spektra
standard FK maji monoton#si pribsh v celém rozsahfingerprintu tj. ~ 1800-700 cnt

a v neposlednitact obsahuji nizSi pmt pas, které odpovidaji specifickym absorpcim
rozlicnych funkénich skupin.
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Obr. 13: a) FTIR-DRIFTS spektra FK izolovanych z lesniidy Humic Podzo| jihoceské raSeliny a jejich
standard Elliott Soil aPahokedPeat b) jejich FSD-DRIFTS spektra

S vyjimkou standaritl FK (ESFK a PPFK) byly v jejich FSD spektrech lokavany
pom¥rné intenzivni absommi pasy v oblastech vidth 1744 +1 cm', 1160-1151 cit
a 1051 crit*, které jsou obvykle ifpisovany valetini symetrické vibraci C=0, valeni
viboraci C-C-O a O-C-C vazeb v alkyl-esterech. ri@mnosti alifatickych estér
v analyzovanych FK dci iabsorgni pas odpovidajici vazebné vibraci C—C-O vazeb
v alkyl-esterech, jeho? specificka absorpce nalémctim 1175-1166 cit. Naproti tomu,
piitomnost aromatickych esterve studovanych FK byla prozrazertyimi intenzitré
promeénlivymi absorgnimi pasy pi 1727 +1 cm', 1307-1269 cit a 1126—1106 ci.
Ostry a nejintenzivijsi absorpni pas pi 1727 + 1 cm’ je hlavnim ukazatelem vazebnych
symetrickych vibraci karbonylovych fuéikich skupin v aryl-esterech karboxylovych kyselin.
Krom¢ toho o pitomnosti aromatickych esterv analyzovanych FK dci izbylé dva
absorgni pasy lokalizované v oblastech vib 1307—1269 cit a 1126—1106 cil), které
jsou obvykle pipisovany valetni vibraci Ar—-C-O a O-C-C vazeb v aryl-esterech HL.
Porrérng intenzivni absorni pas pi 1586 + 1 cm' odpovidajici vazebné asymetrické vibraci
C=0 vazeb v karboxylovém anionu byl pozorovan pouzeorki FK izolovanych z lesni
pudy Humic Podzol a jihaieské raSeliny. Vyjma standa@rd-K byl v jejich difuznich FSD
spektrech pozorovan triplet absémfch pas v oblasti vingta 1688 + 1 cmt, ~ 1638 cm'
a v neposlednitads i 1627 + 1 cri, jenZ je tradind pripisovan symetrickym valénim
vibracim karbonylovych funinich skupin v chinonech, konjugovanych ketonechngpv
i v primarnich a sekundarnich amidech. Nppcd standard FK byl v jejich FSD-DRIFTS
spektrech pozorovan pouze absoippas pi ~ 1668 cm®. Na pitomnost sekundarnich
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amidi v analyzovanych FK poukazuji absémp pasy identifikované v oblasti vt 1568—
1566 cm® a 1549-1532 ci, které jsou zpravidla ffpisovany vazebnym vibracim C-N
a deformanim vibracim N-H vazeb ¥¢hto derivatech karboxylovych kyselin. V difuznich
FSD-FTIR spektrech vzotkFK si nelze nepovSimnoutitcharakteristickych absatpich
pasi lokalizovanych v oblastech 1491 cm®, 1465 + 1 c* a 1457—1447 cim. S vyjimkou
standard FK byly vjejich FSD spektrech identifikovany astra pordrné intenzivni
absorgni pasy, které jsou trathié¢ prisuzovany deformmim vibracim alifatickych C-H
v methylovych a methylenovych fuétkich skupinach, jejichz viret specifické absorpce je
vymezen oblastmi IR #éni 1465+ 1cat a~ 1491 cm®. Jak je z Obr. 13b rejmé,
o piitomnosti &chto alkyli vypovida iabsofni pas lokalizovany v oblasti specifické
absorpce —Ckla —CH~ skupin, ktery je vyhradnpiipisovan deforménim vibracim C-H
vazeb vé&chto funknich skupinach, jejichz videt charakteristické absorpce je Wan
rozmezim 1457-1447 ¢ Intenzitré pronenlivy absorgni pas pi 732—721 crit je Gists
piipisovan symetrické deformai kyvavé vibraci C—H vazeb v —GHskupinach a poukazuje
tak na pitomnost delSich nebo ragvenych alifatickychietzca ve studovanych FK.
Guignard a spol. [221] zjistili, Ze raSeliniStni e své struktie obsahovaly minoritni podil
estefi mastnych kyselin o celkové délce alifatickélettzce G—Css. S vyjimkou standard
FK si v jejich difuznich FSD spektrech nelze nepawibut charakteristického dubletdip
1351 + 1 cri* a~ 1330 cm’, ktery je obvykle fipisovan deform&nim vibracim alifatickych
C-H vazeb v methynovych skupindch. ¥pgad® standard FK byl v jejich FSD-DRIFTS
spektrech pozorovan pouze absmipsignal pi 1331+ 1 cm® z divodu silné absorpce
karboxylovych aniofi v oblasti IR z#&eni vymezeného vimty 1390-1370 cit. Absorgni
pas @i 1241+ 1 cm® odpovidajici asymetrické vibraci C—-O—-C vazeb \-atljerech byl
pozorovan pouze u vzark-K izolovanych z jihdeské raseliny a lesnia@dy Humic Podzol
Jak je z Obr. 13bigjmé, po pouziti Fourierovy autodekonvoluce byjgjich difuznich FSD
spektrech lokalizovany pofmg intenzivni absormi pasy v oblasti vinag 1086—1074 c,
které jsou pokladany za ukazatele vazebnych asigkgth vibraci C—O-C a vazebnych
symetrickych vibraci C—O v alkyl-etherech a sekuniéti alkoholech. RowZ je na tomto
mis€ nutnéftici, Ze po aplikaci Fourierovy autodekonvoluce bylgifuznich FSD spektrech
analyzovanych FK lokalizovany absenp pasy v oblasti 1041-1031 chnkteré se nachéazely
pii shodnych vinétech, nicméa jejich intenzita byla mnohem vySSi v porovnaniigqanimi
difuznimi IR spektry. Mé# intenzivni absormi pas pi ~ 1088 cm* odpovidajici rovinné
deforma&ni vibraci C—H vazeb v aromatickych staminach byl pozorovan pouze u vzorku
FK izolované z lesnitimly HumicPodzol Ve vSech difuznich FSD spektrech studovanych FK
si nelze nepovsimnout charakteristického triplétgaa@nich pad lokalizovanych v oblasti
894-856 crit, 819-815 crit a v neposlednfads i 750-732 crit. O pitomnosti strukturnich
jednotek ligninu tj. koniferylalkohol a sinapylalkol ve studovanych FK gdci absorgni
pas lokalizovany v oblasti 894-856 ¢m ktery je obvykle fipisovan mimorovinné
deforma&ni vibraci C—H vazeb wsubstituovanych aromatickych st@ninach. Naproti
tomu, absorgni signal identifikovany v oblasti 819-815 timje zpravidla povaZzovan za
ukazatelg-kumarylalkoholovych jednotek. Ve vSech infeavenych FSD-DRIFTS spektrech
analyzovanych vzork FK byl lokalizovan intenzité promenlivy absorgni pas, ktery je
obvykle g@ipisovan mimorovinné deforndai vibraci C—H vazeb wrtho-substituovanych
aromatickych slogeninéach, jejichZ specificka absorpce je vymezenastb750-732 cit.
Siroky a pondrng intenzivni absorni pas lokalizovany v oblasti 1041-1032 ¢mripadajici
vazebné vibraci Si-O vazeb v kaolinitu byl pozoropéuze u vzork FK izolovanych z lesni
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pudy Humic Podzol a raSeliny Pahokee Peat Jak je z Obr. 13a, bigmé, na silnou
mineralizaci &chto vzorkKi anorganickymi sloteninami poukazuji i dalSi abs@rp pasy,
které byly lokalizovany v oblastech vkté 771 + 1 cmi* a 498-473 cit. Tyto absorpni
signdly jsou tradiné pripisovany vazebné vibraci Si—O, deformavibraci Si-O-Si a Si—-O—
Al vazeb v Kemeni a jeho amorfni modifikaci, montmorillonitikaolinitu. Kron® toho je na
tomto mist nutnéfici, Ze dosazené vysledky nejsou nikterd&kpapivé s ohledem na jiz
zjisteny obsah popela, ktery byl v tomtéipads stanoven v rozmezi 5,95-6,53 hm. %.

6.4 Ustalena fluorescefini spektrometrie huminovych latek
6.4.1 Vnitrni filtracni efekt huminovych latek

Primérni ideou tétoasti disertani prace bylo o§fit a otestovat efektivnost pouZziti obvykle
vyuzivaného koreakiho vztahu navrzeného Lakowiczem v oblasti stadiharakterizace HL
pomoci ustalené (steady-state) fluoregoérspektrometrie. S ohledem na rozsahlggbo
publikovanych praci &novanych fluorescemi spektrometrii HL resp. DOM musime vSak
konstatovat, zZe vrmimu filtractnimu efektu je doposudrovano jen velmi maloddeckého
zajmu. Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 3.3, ematika vnitniho filtratniho efektu
prvniho a druhého druhu roziblHL je mnohymi autory opomijena &ghlizena, a proto se
ve svych odbornych publikacich s jistou mirou ralese dopousji zavadjici interpretace
naneienych experimentalnich dat. Krértoho musime na tomto mddtici, Ze vnitni filtracni
efekt, ktery je v odborné literatl znam pod zkratkou IFEirner filter effectovliviiuje nejen
vyslednou intenzitu fluorescence roziokL, ale ipolohu fluoresc&nich maxim ve
spektrech a v neposledifact i hodnoty fluorescemich indexi, kterymi jsou tyto unikatni
“biokoloidni” sloweniny charakterizovany. Jak je z Obr. X¥4jmé, nejsildji se bude vnitni
filtracni efekt prvniho a druhého druhu projevovat v dbladtrafialoveho zéeni UVC
a UVB, které jsou vymezeny v padsmu vinovych dél€ilo-820 nm. Bohuzel n&idka se
muzeme setkat v odbornych publikacich, ato irenangeh autal, s fluorescetnimi
spektry HL resp. DOM, které byly natieny z roztok o hmotnostni koncentraci 100—
200 mgdm > [134-137]. Rovi¥¥ se nabizi otdzka, zda ¥pads takto koncentrovanych
roztoki HL maze byt vnitni filtracni efekt staleadreé korigovan v dsledku silné absorpce
téchto ‘“biokoloidnich” slokenin v UV oblasti elektromagnetického ieai. Obech
v molekulové absokmi spektrometrii v ultrafialové a viditelné oblagtiV/Vis), podobr
jako u jinych spektrometrickych metod, plati LantHgeeiiv zakon pouze jen v omezeném
rozsahu absorbanci tz<1,5. Tuto podminku splji roztoky HL resp. DOM, jejichz
hmotnostni koncentrace jsou zpravidla niz&j.< 30 mgdm >.

Na Obr. 14 jsou uvedeny grafické zavislosti absoactbana hmotnostni koncentraci
standard HL (ESHK a ESFK) fi vinovych délkach, které byly odvozeny od absoiph
koeficienti a specifickych hodnot absorbanci. &ddu lepSi pehlednosti grafickych
zavislosti nejsou vifslusnych grafech hodnoty spolehlivogf uvedeny, nicmén jejich
velikost pro jednotliva proloZzeni neklesla pod hoin~ 0,99. Jak je z Obr. 14igmé,
linearni pfibeh grafické zavislosti absorbance na hmotnostni é&omaci pouzitych HL
swedéi o platnosti Lambert-Beerova zékona, i kdyZz sgena UV/Vis spektra nevykazovala
v celém rozsahu vinovych délek zjevna maxima. Krdwho si mizeme povSimnout, Ze
i pies absenci absafpich maxim v narrenych UV/Vis spektrech standardHL vykazuji
dané grafické zavislosti linearnigmh pii vSech vinovych délkach n#p celym spektrem
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v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnettio zéeni. V obecném pohledu na dosazené
vysledky nmiZzeme konstatovat, Zze HK izolovana z Urodniédyp Elliott Soil vykazuje

v porovnani s jejim standardem FK gjBi absorpci ve viditelné oblasti, ktera je v tomto
piipadt vymezena oblasti 400-700 nm. Absorpce v této tibddektromagnetického #ani
tzn. 400-800 nm jerpdevSim vazana na obsah organickychégoin resp. funénich skupin,
které jsou nositeli charakteristického zbarvemhto “biokoloidnich” slokenin. V odborné
literature se tyto organické sléeniny respektive furdni skupiny nazyvaji chromofory,
anebo chromoforni skupiny. Stevenson [11] ve svécipruvadi, Ze s nejsi
pravdpodobnosti je zbarveni HL¥ipno vazano na obsah organickych gkmin, které maji
svij pavod v latkach, jako jsou chinony a konjugované kgto
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Obr. 14: Grafické zavislosti absorbance na hmotidsincentraci fdnich standarid IHSS; a) standard fdni
HK Elliott Soil; b) standard fdni fulvinové kyselinyElliott Soil

Na Obr. 15 jsou uvedeny grafické zavislosti intgnzfluorescence na hmotnostni
koncentraci standaiidElliott Soil pred a po korekci vninhiho filtratniho efektu prvniho
a druhého druhu s vyuzitim matematického aparatuzeaého Lakowiczem. Z Obr. 15 je
ziejmé, Ze po aplikaci korékiho vztahu doSlo k @povné linearizaci grafické zavislosti
intenzity fluorescence na hmotnostni koncentraazggch HL, a proto se fiteme domnivat,
Ze tento matematicky aparat je vhodny nastrojenavgpnangienych experimentalnich dat.
Z porovnani namienych grafickych zavislosti nacy. standard HL je evidentni, Ze IFE
prvniho a druhého druhu se sjinprojevuje v gipact HK. RovréZz si mizeme povSimnout,
Ze odklon od linearniho fibéhu nastava jiz i velmi nizkych koncentracich HL v roztoku.
V pripact HK izolované z urodnétaly Elliott Soil byl patatek nelinearniho pbéhu grafické
zavislosti intenzity fluorescence na hmotnostni damtraci odhadnut v rozmezjyk ~ 2—

4 mgdm>. Jak jiz bylo diskutovano itle, tma¥-hnédé zbarveni roztak HK je piimo
vazano na fitomnostortho- apara-chinoni a v neposlednfact i konjugovanych ketai
které se mohou ve strukaiHK vyskytovat jak v keto tak enol foema proto tyto chromofory
uplatiuji v piipadt téchto ‘biokoloidnich” slowenin silrgjSi IFE, gedevsim vsSak IFE
druhého druhu. Tyto vysledky jsou v dobré shaddifuznimi FTIR spektry HK v jejichz
spektrech byly v porovnani s FK lokalizovany intenzjSi absorpni pasy v oblasti vintia

~ 1680-1630 cit piipadajici symetrickym valénim vibracim karbonylovych furtkich
skupin v chinonech a konjugovanych ketonech. Kroomo je na tomto mistnezbytg nutné
fici, Ze z kvazi-exponencialnihogtéhu absorpnich Kivek je aividné, Ze ne vSude se bude
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vnitini filtracni efekt prvniho a druhého druhu projevovat senstegjintenzitou. Ve
fluorescekini praxi studia HL to znamen4, Ze vlivem IFE prenéhdruhého druhu e dojit
v EEM spektrech az k uplné absenci fluoregoém maxima, zvlastpak v tzv. UViight
oblasti. RPedevSim by se jednalo o fluorofory, které se naglazoblasti vinovych délek
240-310/300-500 nmid/rem) tzn.B (y) —tyrosinlike, T (o) — tryptofanlike, A («”) — fulvic-
like a v neposledrniiact i M (8) —marinehumiclike.

5,0x10°

4,0x10°

3,0x10° 1

a)

©  nekorigované

@ korigované .~

b)

O nekorigované
® korigované

r 1.0x10’
£ 8.0x10°
- 6,0x10°
L n
-1

2
[ 4.0x10° =

C2.0x10"

€ (mgdm™)

Cc (mgdm’s)

0,0

Obr. 15: Grafické zavislosti intenzity fluorescene hmotnostni koncentraci standattiSS ged a po korekci
vnitiniho filtratniho efektu prvniho a druhého druta);standard fidni HK Elliott Soil; b) standard fidni FK

Elliott Soil

Na Obr. 16 jsou uvedeny grafické zavislosti intgnfluorescence na absorbanci standard
HL Elliott Soil po korekci vnitniho filtratniho efektu prvniho a druhého druhu s vyuZzitim
matematického aparatu nastieho Lakowiczem. V tomtoifpact je hmotnostni koncentrace
pouzitych HL reprezentovana hodnotami absorbarici vimovych délkach, které jsou
odvozeny z absoipich indexi a specifickych hodnot absorbanci. Krortoho, i v tomto
piipadt z divodu lepSi orientace v grafickych zavislostech mejv gislusSnych grafech
hodnoty spolehlivost® prezentovany, avsak jejich velikost pro indivichigdroloZeni rovisz
neklesla pod hodnotu 0,99. Jak je z Obr. 16gmé, po korekci IFE prvniho a druhého druhu
jsme dospli k linearni aproximaci grafické zavislosti intetyzfluorescence na absorbanci
studovanych HL, a tudiz iemefici, Ze vybrany korelni model je delnym prostedkem
opravy intenzit fluorescence vodnych roziokéchto ‘biokoloidnich” slowenin. Podle
Lakowicze [64] by nil byt IFE prvniho a druhého druhu korigovan u vSeattok, jejichz
hodnoty optické hustot@D — optical densityjsou v maximu absotpi kiivky vyssi jak 0,05.
Opticka hustoteOD je ekvivalentem absorbance pouzeripack, jestlize se i v kyveg
s optickou drdhou 1 cm. Ro¥hje na tomto mistnutnérici, Ze v gipadt standard ESHK
a ESFK je tato hodnot®D piekroiena jiz i hmotnostni koncentraci 1-2 ndgn™ ato
piedevSim v ultrafialové oblasti elektromagnetické&@eni, které je vymezeno vinovymi

délkami 220-300 nm.

80



Vysledky a diskuze Centrum materialového vyzkumuHRGJT v Brné

1.2x10" - 1,6x107

250 i r1.2x10
300 nm
320 nm Ry
340 nm A
360 nm
365 nm -egf i
380 nm gt
400 nm e
410 nm %, 2%

- QS 410 nm

420 nm [ .
4200m [ 4,0x10°

440 nm *;fg

460 nm > §° 440 nm

465 nm i) L

480 nm L

500 nm L
..... - 0,0

460 nm
4635 nm
0,0 0,1 0,2 0.3 0,4 0,5 0,6 0,70,0 0.1 0,2 0,3 0.4

absorbance absorbance

280 nm L
300nm |
320nm |
340 nm

360nm [ 8:0x10
3650m [
380 nm [

8,0x10° - o ®

6

() (CPS)
8
(]
[ ]
[N N NeNe]

L) (CPS)

- 6| O"(’}}"
4.0x10 29800

400nm [

cCeceeen

N
N

eoe0ceceeeneee00 9O

\

Obr. 16: Grafické zavislosti intenzity fluorescente absorbanci stand@rtHSS; a) standard fpdni HK Elliott
Soil; b) standard fdni FK Elliott Soil

Zawrem lze konstatovat, Zze IFE prvniho a druhého drhlresp. DOM by mil byt
korigovan vzdy, a to i vifppact velmi nizkych koncentracé¢hto unikatnich Biokoloidnich”
slowenin v roztoku. V ostatnichfipadech je ¥ nejmenSim mozné povazovat n#ana
experimentalni data za nespravna a z&iéd

6.4.2 Ustalena fluorescemi spektrometrie huminovych latek

V poslednich &kolika letech se ustalena fluoreséen spektrometrie steadystatg stala
v oblasti studia a charakterizace HL resp. DOMyijiststandardem, ktery ndm poskytuje
mnoho cennych informaci &dhto unikatnich biokoloidnich” sloeninach. Jak je
z profilace této disertami prace #ejmé, jednou z hlavnich mysSlenek bylo navrhnout
a nasleda provezt pilotni experimenty, které by vedly k detgSi charakterizaci pouzitych
HL s ohledem na poznéni jejichiypdu resp. geneze, jednotlivych strukturnich jedkpot
mnoZstvi substituefit uplatiujicich elektron-donorni a elektron-akceptorni &fetbsahu
reaktivnich funknich skupin (-COOH a v neposledaik i fenolické —OH), “molekularni”
heterogenity, stugnhumifikace a “kondenzace” aromatickych struktur RBpdle Albertse
aspol. [117], fluoresceéni spektrometrie v ustadleném stavate@dystatd predstavuje
vhodnou instrumentalni techniku ke studiu a chargdci HL izolovanych z terestrialnich,
kaustobiolitickych, sladkovodnichfimorskych a “biologickych” pirodnich matric.

Excitacni a emisni spektra huminovych latek

Veskeré HL pouzité v této disettd praci byly podrobeny zakladni charakterizaci pom
ustalené fluorescéni spektrometrie. Jednou ze zakladnigtaso¥ nenarénych metod, jak
mohou byt HL charakterizovany je ébeni jejich emisnich a excitaich fluorescetnich
spekter. Po korekci IFE prvniho a druhého druhty ayhangienych fluorescemmich spekter
HL ode&iteny polohy fluorescamich maxim s fisluSnymi hodnotami intenzit fluorescence
lrmax) Které jsou v této kapitole uvedeny v Tab. 4.
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Tab. 4: Stanovené polohy fluores¢eith maxim a jejich fislusnych intenzit fluorescendgmax) v €misnich
a excit&nich spektrech pouzitych HL

uzorek HL excitaéni spektrum emisni spektrum
Aex (max) (MM 1£ max) (CPS) X 18 hem (max) (M) 1 £ max) (CPS) x 16

LEOHK 434 2,26 507 2,52
JMLHK 432 3,57 523 4,28
ESHK 435 2,39 540 3,03
P1HK 452 2,35 518 2,50
P2HK 360-400 ) 469 0,99
PPHK 431 1,84 533 2,25
JCRHK 431 2,48 508 3,21
AHK 373 0,22 525 0,21
ESFK ) ) 461 4,56
PFK ) ) 460 2,34
PPFK ) ) 474 4,73
JCRFK ) () 463 6,21

Jak je patrné z vysledk uvedenych v Tab. 4, studované vzorky vykazuji dk@i
fluorescekni maxima HL izolovanych z terestridlnich a kaugibtickych prirodnich matric
[222]. Vyjma vzorki FK izolovanych z lesnitmaly Humic Podzo| jihoceské raSeliny a jejich
standard Elliott Soil aPahokee Peat byly v jejich excit&nich spektrech lokalizovany
intenzitre promenliva fluorescenni maxima v oblasti vinovych délek 373—452 nm, &t@ou
zpravidla pisuzovany pikm, které maji s puvod v tzv.a — humiclike fluoroforech. Tyto
fluorofory jsou mnohymi autory pokladany za indidt molekulové hmotnosti, stupn
humifikace a “kondenzace” aromatickych struktur Hpochazejicich z terestridlnich
a kaustobiolitickych firodnich matric [223]. Absence fluores¢aiho maximax —humiclike
v excita&nich spektrech FK je pragpodobré zpisobena nizSim obsahem aromatickych
struktur s konjugovanym systémem dvojnych vazeljmdyvzorki HK izolovanych z lesni
pudy Humic Podzol (P1HK a P2HK) a extraktu Bdé mdské fasy Ascophyllumnodosum
(AHK) bylo v jejich excit&nich spektrech lokalizovano fluores¢an maximum, které se
nachazelo téegt pii shodné vinové délce tzrey max)~ 433 =2 nm. Na Obr. 17a, c jsou
uvedena emisni a exaits fluorescetni spektra HL izolovanych z terestrialnich a nilsic
rostlinnych (autotrofnich) firodnich matric. V excitmim spektru vzorku P1HK si nelze
nepovsSimnout Sirokého a peéme intenzivniho fluorescemiho piku, jehoZz pozice se
nachazela i nejvyssi vinove délce tpex max)~ 452 nm. Naproti tomu byla HK izolovana
z extraktu hadé mdskeé fasy Ascophyllumnodosumcharakterizovana nejmérnntenzivnim
fluorescenim maximem, které se nachazelo v tW-light oblasti i Aex max)~ 373 nm.
Jak uvadi ve své préaci Rodriguez a spol. [224]slatiku vySSiho obsahu futrkich skupin —
NH,, C=0, —OH a —OR dochazi ve fluoresémich spektrech HL k bathochromnimu posunu,
ktery je v odborné literate ozn&ovan jakored-shift Krome¢ toho poukazal na skuteost, Ze
hypsochromni posurblue-shift) fluorescesnich maxim je zpravidla ukazatelerritpmnosti

82



Vysledky a diskuze Centrum materialového vyzkumuHRGJT v Brné

N 1

jednodusSich struktur s nizSim obsahem aromatickyatler a alifatickych fetzca
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb.
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Obr. 17: Excitani a emisni fluoresceéni spektra studovanych Hh; c) excitani a emisni fluoresceéni spektra
HL izolovanych z terestrialnich a nizSich rostlichygrirodnich matricb, d) excitani a emisni fluoresceni
spektra standatédHL Leonardite Elliott Soil aPahokeePeat

Jak je ¥ejmé z Obr. 17, s vyjimkou vzorku izolovaného aigsidy HumicPodzol(P2HK)
jsou vesSkeré HK v porovnani s FK charakterizovalprescetnimi maximy, které byly
lokalizovany v oblasti vySSich vinovych délel pem (max)~ 507-540 nm. Naproti tomu byly
FK pouzité v této disertai praci vyjma vzorku PFK charakterizovany vyssimodnotami
intenzity fluorescence, nicménjejich fluorescetini maxima byla lokalizovana v oblasti
nizSich vinovych délek emisniho ieai. Emisni fluoresceni spektrometrie jnich HL
(P1HK, P2HK a PFK) ukazala, Ze tyto vzorky jsouttryy nizSim obsahem aromatickych
jader s elektron-donornimi substituenty v porovn&ei standardy tunich HL (ESHK
a ESFK). Krond toho musime mit nateteli, Ze niZSi intenzita fluorescence je spjatgssim
obsahem elektron-akceptornich fdnkch skupin —COOH, avSak né#eme ani vylogit vliv
molekulové hmotnosti HL. V neposledfdd® byly standardy HL izolované z Urodnédy
Elliott Soil charakterizovany vyssim obsahem karbonylovychrdwdovych, alkoxylovych
a aminovych funknich skupin, které obe&¢ma aromatech upkatji elektron-donorni efekt,
vysSim stup#&m humifikace a “kondenzace” aromatického jadra.oTwgsledky jsou v dobré
shods se zawry z UV/Vis a'®C NMR spektrometrie. Obdobnych z#fr bylo dosaZeno
i v piipadt HL izolovanych z jihéeské raseliny. Jak je patrné z vyskedikvedenych v Tab. 4,
vzorky raseliniStnich HL byly charakterizovany intévnimi fluoresceénimi maximy, jejichz

~ v

pozice byly lokalizovany v oblasti nizSich vinovydelek v porovnani s jejimitfslusSnymi
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standardy HL (PPHK a PPFK). V obecném pohledu teavysledky nizeme konstatovat, ze
HL izolované z jihdeské rasSeliny jsou tweny nizSim obsahem elektron-akceptornich
funkénich skupin, nizSi molekulovou hmotnosti, vysSi ekalarni heterogenitou, nizSim
obsahem aromatickych jader a alifatickych strukithrrjednotek s konjugovanym systémem
dvojnych vazeb. Naproti tomu, vysSi intenzita feseence HL izolovanych z jibeské
raSeliny s¢d¢i o pritomnosti silgji substituovanych aromételektron-donornimi skupinami
C=0, —OH a v neposlednad i —OR. RovrZ i tyto vysledky jsou v dobré shéd difuznimi
FTIR spektry raSeliniStnich HL, v jejichZz spektrebily v porovnani se standardy PPHK
a PPFK identifikovany intenzivni absérg pasy v oblasti vingi =~ 1680—1630 crt
a~ 1263 + 1 cri pripadajici symetrické valeni vibraci C=0 a asymetrické vibraci C—O—C
vazeb v chinonech, konjugovanych ketonech a ahgreth. Emisni fluorescemi
spektrometrie uhelnych HK odhalila, Ze vzorek iz@loy z jihomoravského lignitu (JMLHK)
je oproti standardu LEOHK tw¥en vysSim obsahem aromatickych strukturnich jednote
substituovanych elektron-donornimi fumkmi skupinami a v neposlediad i alifatickymi
retzci s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Rbwe nabizi otazka, zda i v tomto
piipact je vysSi intenzita fluorescence JMLHK ukazateleidSin molekulové hmotnosti
v porovnani se standardebreonardite HK. Tato hypotéza byla podfena absomimi
koeficienty E4/Es, Eo/E4, Alog K, Ex/Es aEzs/Es1, které mimo jiné vypovidaji o molekulové
hmotnosti HL. Jak je tejmé z Obr. 17a, HK izolovana z extraktuétléd mdské rasy
Ascophylluimmodosumbyla charakterizovana nejniz8i hodnotou intenttitgrescence, avsak
jeji fluorescemini maximum se nachazelo v oblasti vinovych délegvisatelnych s HK
pochazejicich z terestrialnich a kaustobiolitickyinodnich matric. Kroré toho je na tomto
mis€ nutnéfici, Ze interpretovat vysledky pouze na zaklathisniho spektra AHK by bylo
v tomto @ipadt silné zavadjici s ohledem na pbéh excita&niho spektra, které dava tusit
piitomnost intenziv&Sich fluorescegnich maxim v krajnich oblastech budicihderd tzn.
Aex (max)~ 240-350 nm a 450-600 nm.

Excitacné-emisni spektra huminovych latek

Na Obr. 18 jsou uvedena typicka exé&it&emisni fluorescemi spektra (EEM) HK
izolované z jihomoravského lignitu (JMLHK) a jejihprislusného standarditeonardite
(LEOHK). Interpretace fluoresceénich piki byla provedena na zakkaadborné literatury
[17, 21-22, 117, 225-227]. V exadit&-emisnich spektrech HK izolovanych
z jihomoravského lignitu a oxidovaného édého uhli Leonardite byly lokalizovany d
fluorescekini maxima v oblasti vinovych délek250-265/505-510 nm~a440/525-535 nm
(Aexrem), které jsou obvyklefipisovany fluorofotim A (o) — fulvic-like a odvozenyclC (a)

— humiclike. Tyto fluorescetni piky jsou mnohymi autory pokladany za typicka
fluorescekni maxima HL izolovanych z terestrialnichiinadnich matric. V fipact vzorku
JMLHK byly tyto fluorofory lokalizovany v oblastiysSich vinovych délek excitace a emise
tzn. @i =~ 265/510 nm & 440/535 nm, aproto se dwXeme domnivat, Ze sléeniny
zodpowdné za tuto fluorescenci jsou sijinsubstituovany elektron-dnornimi skupinami —
NH,, —-OH, C=0 a-OR. Kromtoho je tento vzorek charakterizovan nizsi molekal
hmotnosti, o které gd¢i vySSi hodnotylg (CPS) a absotmich koeficient E4/Es, E,/Ea,
E./Es, EzsdEs10 aAlogK. Mimo jiné si v EEM spektru HK izolované z jihonawského
lignitu nelze nepovSimnout dalSich fluores@ich maxim, které se nachazely v oblasti
vinovych délek =~ 255/450 nm a 385/520 nm. Pomin¢ intenzivni fluorescemi pik
lokalizovany v oblasti 255/450 nm je zpravidlafiguzovanA (o) — fulvic-like fluoroforam.
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Podle Birdwella a spol. [157] je toto specifickadtescetini maximum vyhrad& markerem
FK resp. DOM. Toto tvrzeni je ro¥a podpdeno odbornou praci Doséita a spol. [228],
ktery z jihomoravského lignitu extrahoval vodorogmé frakce DOM, jejichz dominantni
fluorescekni maximum bylo lokalizovdno v oblasti vinovych el~ 250/440 nm. Méh
intenzivni fluorescetni pik @i = 385/520 nm Xe,/Aem) je Obvykle gipisovanC (a) — humic
like fluoroforim, ze kterych jsou odvozeny fluores¢éehmaxima, jejichZ polohy se nachazeji
v oblasti vysSich vinovych délek excitace. Na zdkl&chto vysledk mizemefici, Ze HK
izolovana z jihomoravského lignitu je v porovnaei sandardem LEOHK charakterizovana
vysSi “molekularni” heterogenitou, nizsi molekulovomotnosti, niz§im stupm humifikace

a “kondenzace” aromatickych jader.
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Obr. 18: Excit&né-emisni spektra uhelnych HKg) HK izolovana z jihomoravského lignitdy) standard HK
Leonardite

Excitatné-emisni fluoresceii spektra HK izolovanych z lesniigy Humic Podzol(P1HK
a P2HK) a standardblliott Soil jsou uvedena na Obr. 19. S vyjimkou vzorku HK @@iné
z lesni @dy Humic Podzol (P2HK) byly v jejich EEM spektrech lokalizovany &v
fluorescekini maxima v oblasti vinovych délek 250—-280/420-500 nm ~a445-450/520—
535 nm LexdAem), které jsou tradné pripisovany fluorofoim A (o) —fulvic-like a gibuznym
C (a) —humiclike. Jak je z Obr. 19argjmé, v gipadt vzorku P1HK byl v jeho EEM spektru
pozorovan porrné silny Rayliegliv rozptyl, v jehoz dsledku jsme nebyli schopnigsré
lokalizovat fluorescetni pik, ktery je zodpasdny za fluorescenciA (") — fulvic-like
fluorofora. V pripact vzorku P1HK bylo fluoresc&ni maximum A («") lokalizovano
v oblasti vySSich vinovych délek emise, atudiiZzeme pedpokladat, Ze tyto fluorofory
budou vice substituovany fuékimi skupinami, které jsou schopny poskytovat etaky.
Naproti tomu Ize pedpokladat, Ze fluoresc&m maximumC («) je tva‘eno nizSim obsahem
aromatickych jader a alifatickych strukturnich jetek s konjugovanym systémem dvojnych
vazeb. Rov& je na tomto mistnutnérici, Ze &koliv se na prvni pohled @ize zdat, ze
jednotlivé diference mezi P1HK a jejim standardeltiott Soil nejsou az tak patrné, byly tyto
zAwry mimo jiné podpeeny i vysledky z UV/Vis a*C NMR spektrometrie. Pouze u vzorku
HK izolované z lesni @y Humic Podzol (P1HK) bylo v jeho EEM spektru lokalizovano
fluorescedni maximum v oblasti vySSich vinovych délek exataa emise tzn. ip
~ 460/590 nm, a proto iie byt tento fluorescéni pik gipsan fluorofoim, které jsou
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charakterizovany vyssSim obsahem aromatickych sirgdabstituovanych elektron-donornimi
skupinami a v neposlednfac ivySSim obsahem alifatickycltettzci s konjugovanym
systémem nenasycenych vazeb. Podle Yua aspol] [B2%to unikatni fluoresceni
maximum indikatorem sla@nin doposud nehumifikované organické hmoty, kteegi s\uij
puvod v latkach odvozenych od porfyiira karotenoid. Jak je z Obr. 19bigejmé, v pipact
vzorku P2HK bylo vjeho EEM spektru identifikovAnmére intenzivni fluorescemi
maximumA («"), které se nachazelo v oblasti vinovych déteR80/420 nm. V excitané-
emisnim spektru vzorku P2HK si nelze nepovSimnelativne intenzivnich fluorescemich
maxim v oblasti vinovych déleks 280/345-365 nm, které jsou zpravidl&ipgsovany
fluoroforam T (o) —tryptofanlike. Podle Liua a spol. [133] jsou fluorofoty(o) produkovany
na zaklad biologické aktivity midnich mikroorganizri, z nichZ nejvyznamiSimi zastupci
jsou pidni bakterie rodiRhizobium AzotobacterAzomonasBacillus, Vibrio, Pseudomonas
aktinomycety rodibtreptomycea v neposledriiad i mikromycety, houby #asy.
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Obr. 19: Excitané-emisni spektraganich HK;a, b) HK izolované z lesnijdly Humic Podzo] c) standard HK
Elliott Soll

Na Obr. 20 jsou uvedena n&fena EEM spektra HK izolované z jikeské rasSeliny
(JCRHK) a jejiho pisludného standardRahokeePeat Jako v pedeSlych fipadech byla
interpretace fluoresceénich piki provedena na zaklasdbornych publikaci [17, 21-22, 117,
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230-231]. Z porovnani naffenych EEM spekter vzolkHK je zZejme, Ze exciine-emisni
spektra raSeliniStnich HK obsahuji intenzivni flesecedni maxima, kterd jsou typickd pro
HL pochazejicich z terestridlnich a kaustobiol§idk pirodnich matric. V excitang-
emisnich spektrechCRHK a PPHK byly lokalizovany dvfluorescetini maxima v oblasti
vinovych délek =~ 255-270/485-525 nm ~a430-440/520-530 nm Ad/rem), za jejichz
fluorescenci jsou zodp&dné A («) — fulvic-like a gibuznéC (o) — humiclike fluorofory.

V piipact HK izolované z jihdeské raSeliny byly tyto fluorescam piky identifikovany
v oblasti niZzSich vinovych délek excitace a emige. i ~255/485 nm & 430/520 nm,

Z této skuteénosti Ize usuzovat na séj$i substituci aromatickych struktur elektron-dawiani
skupinami. Pokud se podivame na dosazené vysleldbalgs, Ize konstatovat, Ze vzorek
raSelinistni HK je oproti standard®ahokee Peat charakterizovan nizsi molekulovou
hmotnosti, vysSi “molekularni” heterogenitou, niSbbsahem aromatickych struktur a
alifatickychtettzci s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Interpestachto vysledk
byla krom¢ toho podpéena iza¥ry zelementarni analyzy, UV/Vis '&C nuklearni
magnetické resonance. V ex¢itd-emisnim spektru vzorkuCRHK si nelze nepovdimnout
mére intenzivniho fluorescamiho piku identifikovaného v oblasti vy3Sich vinokydélek
excitace tzn. = 450/525 nm, ktery je zpravidlaipuzovan odvozenyr@ (a) — humiclike
fluoroforam. Z porovnani nastenych EEM spekter pouZitych HK jefegmeé, Ze vzorek
PPHK je oproti HK izolované z jikeské rasSeliny charakterizovan vySSi molekulovou
hmotnosti, nizSi “molekularni” heterogenitou, vysSistupgm humifikace, ktery je
ukazatelem vySSiho obsahu aromatickych struktunoridvého typu. Tyto vysledky byly
v dobré korelaci s vybranymi absornpmi koeficienty a hodnotami specifickych absorbianc
SUVAs, a v neposlednface i s vypatenymi hodnotamf,, které jsou ukazateli molekulové
hmotnosti a stugharomaticity &chto unikatnich biokoloidnich” slowenin.
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Obr. 20: Excitané-emisni spektra raSelinistnich Hi&) HK izolovana z jihdeské raSelinyp) standard HK
PahokeePeat

Excitatné-emisni fluoresceini spektrum HK izolované z extraktu du@ mdskeé fasy
Ascophyllummodosum(AHK) je prezentovano na Obr. 21. Fluoresaemiky tohoto vzorku
byly interpretovany na zaklaadborné literatury [232].
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Obr. 21: Excitané-emisni spektrum HK izolované z extraktustlié mdaskérasyAscophyllunmodosum

Z porovnani EEM spektra AHK s HK izolovanymi z tetr@alnich girodnich matric je
ziejme, Ze tento vzorek obsahuje nejen fluoroforyické pro pimoiské HL, ale
i fluorescerkni maxima, ktera jsou vyhra#pripisovana tzvalgae pigmenim. V excitané-
emisnim spektru HK izolované z extraktu¢tlé mdské fasy Ascophyllumnodosum(AHK)
byla identifikovana fi typicka fluoresceéni maxima v oblasti vinovych délek 255—
270/435-525 nmi(,/hem), které jsou tradné pripisovanaA (a”) — fulvic-like fluoroforam,
z nichZ nejintenzivgjSi fluorescenni pik byl lokalizovan v oblasti vySSich vinovyclélek
excitace a emise tzntipx 270/525 nm. Z vySe uvedené polohy fluorego@ém maxima fi
~ 270/525 nm Ize usuzovat, Ze tento fluorofor je owopnani s ostatnimiA («")
charakterizovan vysSim obsahem aromatickych struksubstituovanych furdaimi
skupinami —NH, C=0, —OH a v neposledriadt i —OR. Kron& toho si v EEM spektru
vzorku AHK nelze nepovSimnout m&n intenzivniho fluorescamiho maxima
identifikovaného v oblasti vinovych délek 315/425 nm Xe/Aen), které je zpravidla
piisuzovanoM (B) — marine humiclike fluoroforim. Tento fluorescemi pik je mnohymi
autory pokladan za typické fluores¢ah maximum HK izolovanych z pééZznich
a maskych sedimerit[233]. Jak uvadi ve své praci Villacorte a sp@B4] fluorescetni pik
M (B) maze byt za jistych okolnosti povaZzovan za prekutecestrialnich fluorofar C («) —
humiclike. O piitomnosti fragmerit doposud nehumifikované organické hmoty (OM) tzn.
algaepigment ve vzorku HK izolované z extraktu éoié mdaskéiasyAscophyllunmodosum
swedci fluorescerini piky, které se nachazely v oblasti vysokych vimth délek excitace
a emise tj. fi = 400-580/535-655 nm. V exdit@&-emisnim spektru AHK byla lokalizovana
intenzitre  promenliva fluorescetni maxima v oblasti vinovych déleks 400/655 nm
a 500/655 nme/rem), kterd niizou byt gipsana sloteninam, jako jsowchlorofyly. Podle
Hera a spol. [235] je toto specifické fluores@rinmaximum vyhrad& markeremchlorofylu
typua, ktery je majorité zastoupen v chloroplastech fskychtasidduFucales Kromeé toho
si v EEM spektru AHK nelze nepovsimnout relativimtenzivnich fluorescemich maxim,
ktera byla lokalizovana v oblasti nizSich vinovydglek emise tzn. ip = 505/535 nm
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a~ 580/595 nm Xe/hem), Ktera jsou v tomto figpact piipisovanaalgae pigmeném cervené
barvy jako je fytoerytrin jehoZ typickym chromoforem je@hycoerythrobilin Zawrem
muzeme fici, Zze HK izolovana z extraktu Boé mdské rasy fadu Fucales obsahuje
sloweniny nehuminového charakteru, které&sagbuji vyraznou fluorescenci tohoto vzorku.
Z vySe uvedeneého faktu lze usuzovat, Ze dhyaepigmentyprispivaji k celkoveé fluorescenci
AHK a fluorofory marine humiclike identifikované v oblasti~ 315/425 nm mohou byt
odpowdné za fluorescenci terestrialnich HL.

Na Obr. 22 jsou uvedena EEM spektra FK izolovahesai gidy Humic Podzola jejiho
prislusného standardilliott Soil. Z porovnani nagfenych EEM spekter vzoik FK je
ziejmé, Ze excitné-emisni spektra fmwinich FK obsahuji intenzivni fluoresgem maxima,
ktera jsou charakteristicka pro HL pochazejicirestrialnich pirodnich matric. V excitang-
emisnich spektrech studovanych FK byla lokalizovdwiadominantni fluorescemi maxima
v oblasti vinovych délek~250/430 nm & 305-310/425-430 nmAdd/Aen), ktera jsou
i vtomto gipact prisuzovanaA («') — fulvic-like aC (a) — humiclike fluoroforim. Z vySe
prezentovanych poloh fluoreseésich pilki v EEM spektrech pouzitych FK Ize usuzovat, ze
tyto fluorofory jsou tvéeny obdobnym p@em aromatickych struktur substituovanych
z lesni @idy Humic Podzol swdéi o vysSi molekulové hmotnosti tohoto vzorku. Tyto
vysledky jsou v dobré sheds hodnotami abso&pich koeficieni, které jsou ukazateli
molekulové hmotnosti HL. Pouze u vzorku PFK bylantfikovana minoritni fluoresceéni
maxima Vv oblasti vinovych délek 280/320-360 nm, ktera jsou tré&wal pripisovanaA (o’) —
fulvic-like fluoroforim. Z porovnani nagtenych EEM spekter studovanych FK jejmé, Ze
pudni FK je oproti standardu ESFK charakterizovanasuy pdtem fluorescetnich pik,
které odpovidajA («) — fulvic-like fluorofori. Z vySe uvedené skuieosti Ize usuzovat na

~wvs o

vysSi “molekularni” heterogenitu tohoto vzorku imedného z lesnitay HumicPodzol
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Obr. 22: Excit&né-emisni spektra jminich FK;a) FK izolovana z lesnimly Humic Podzo] b) standard FK
Elliott Soil

Excitasné-emisni fluorescami spektrum FK izolované z jikeské raseliny ORFK)
a standarduPahokeePeat (PPFK) jsou sumarizovana na Obr. 23. V excikeemisnich
spektrech raSeliniStnich FK byla lokalizovana diworesceini maxima v oblasti vinovych
délek ~ 250-255/435-465 nm ~a300—-305/425-460 nmid/rem), kterd jsou fipisovana
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A (o) — fulvic-like aC () — humiclike fluoroforim. Tyto fluorescetni piky jsou podle
Gandoise aspol. [236] typickymi fluores¢aimi maximy FK izolovanych z raSeliny
a raselinistnich fl. V pripadt vzorku ' RFK byly tyto fluorofory identifikovany v oblasti
nizsSich vinovych délek emise tzniipr 250/435 nm & 300/425 nm, a proto setxeme
domnivat, Ze slateniny zodpo¥dné za tuto fluorescenci jsou néésubstituovany elektron-
donornimi skupinami —N§ C=0, —OH a —OR. Pokud se podivame na dosazenédkys
komplexre, |ze konstatovat, Ze raSelinistni FK je v porovinga svym standardem PPFK
charakterizovana nizSim obsahem aromatickych jadeifatickychietzci s konjugovanym
systémem nenasycenych vazeb. Naproti tomu, niiéhiita fluorescence FK izolované
z raSeliny PahokeePeat je ukazatelem vy3Si molekulové hmotnosti a stupomifikace.
Kromé toho si v exciténé-emisnim spektru vzorkuCRFK nelze nepovsimnout mé&n
intenzivniho fluorescamiho maxima identifikovaného v oblasti nizSich whjich délek
emise tzn. P = 255/325 nm, které je tragh¢ pripisovanoF — fenylalaninlike fluoroforaim
[237]. Z porovnani nagitenych EEM spekter pouzitych FK jeéefmé, Ze vzorek PPFK je
oproti FK izolované z jihteské raSeliny charakterizovan vyssi molekulovou thogdi, nizsi
“molekularni” heterogenitou a vySSim obsahem tum&h skupin, které jsou schopny
uplatiovat elektron-donorni efekt na aromatech. Tyto egky byly v dobré shad

s absorpnimi koeficienty a hodnotami specifickych absoria®dVAs, a v neposlednifads

i s vypatenymi hodnotami indexdi,, které jsou ukazateli molekulové hmotnosti a stupn
aromaticity &chto unikatnich biokoloidnich” slogenin.
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Obr. 23: Excitané-emisni spektra raSelinistnich Flg) FK izolovana z jihdeské raSelinyp) standard FK
PahokeePeat

Fluoresceuni koeficienty

Fluorescetini spektrometrie v ustaleném stavu byla v této tkéipouzita k ziskani tzv.
fluorescednich koeficient, jejichz vypd@tené hodnoty jsou dobrymi ukazateliivodu
a stup® humifikace &chto “biokoloidnich” slogenin. VeSkeré HL pouzité v této disema
praci byly podrobeny zakladni charakterizaci pomgSie uvedenych koeficiantVypoctené
hodnoty fluorescemich indexi jsou sumarizovany v Tab. 5.
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Tab. 5: Vypdtené hodnoty fluoresceénich koeficient studovanych HL Kl — fluorescedni index BIX —
biologickyautochtonnindex A440— Milori indexaHIX —humifika’ni index

vzorek HL FI (5 BIX (-) A‘E“éssl)og HIX (-)
LEOHK 0,73 0,43 275 34,28
IMLHK 0,67 0,35 4,62 37,49
ESHK 0,65 0,35 3,38 21,48
P1HK 0,57 0,40 3,21 11,35
P2HK 0,90 0,75 0,58 1,94
PPHK 0,67 0,33 241 20,76
JCRHK 0,73 0,42 2,03 10,18
AHK 0,80 0,62 0,24 1,17
ESFK 1,03 0,49 1,99 16,42
PFK 1,06 0,56 0,88 2,23
PPFK 0,86 0,35 3,02 38,26
JCRFK 1,00 0,39 1,99 7,94

Vypoctené hodnoty fluorescénich koeficienl FI aBIX nazn&uji, Ze HL pouzité v této
disert&ni praci jsou pevazr terestrialniho a alochtonnihdiypdu. Jak je patrné z vysleilk
uvedenych v Tab.5, studované vzorky vykazuji t@ic hodnoty fluoresceéniho
a biologického/autochtonniho indexu HL izolovanyzhozlicnych pid a ligniti razného
stupré oxidace [157]. V obecném pohledu na dosazené digluorescenniho indexu HL
muzemetici, Ze HK vyjma vzork izolovanych z lesnitmly Humic Podzol(P2HK) a extraktu
hnédé mdské rasy Ascophyllumnodosum obsahuji v porovnani s FK nizké mnozstvi
slowenin autochtonniho gwodu. Naproti tomu byly FK pouzité v této diséna praci
charakterizovany vysSim obsahem autochtonnichtston, které jsou ukazateli mikrobialni
dekompozice organické hmotghem humifik&niho procesu. Jak uvadi ve své praci Huguet
a spol. [125] v gipac padnich a raSeliniStnich HL je vySSi obsah autochi@nslowenin
tzn. B (y) — tyrosinlike, T (0) — tryptofanlike aF (¢) — fenylalaninlike fluorofora
indikatorem mikrobialni aktivity autotrofnich bakiie Mimoto poukéazal na fakt, Ze
senzitivrigjSim  fluorescetnim koeficientem k posouzeni mikrobialni aktivity pribéhu
humifikacniho procesu je biologicky/autochtonni ind@h. Hodnoty fluorescemiho indexu
BIX padnich HL (P1HK, P2HK a PFK) ukazaly, Ze tyto vzojkgu tvdeny vysSim obsahem
autochtonnich slaienin v porovnani s jejichtinimi standard¥lliott Soil (ESHK a ESFK).
Tyto vysledky naznaiji, Ze dekompozice organické hmoty vilpthu humifikaniho procesu
HL izolovanych z lesni {y Humic Podzol byla silrgji ovlivnéna mikrobidlni ¢innosti
autotrofnich bakterii. Rows miZzeme konstatovat, Zze podobnych &évbylo dosazeno
i v pripact HL izolovanych z jihdeské raSeliny. Jak je z Tab. Bepmé, tyto HL obsahuji
vys8Si mnozstvi specifickych fragméntautochtonniho charakteru v porovnani s jejimi
standardyPahokedPeat (PPHK a PPFK). Toto tvrzeni je podpao odbornou praci Tfailyho
a spol. [238], ktery z raSelinisv severni Minnesétizoloval vodorozpustné frakce DOM,
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jejichz fluorescetni indexyBIX byly ve velmi dobré korelaci s obsahem volnychaaanych
aminokyselin v proteinovych strukturach rozpgngt organické hmoty. Fluoresaenm analyza
HK izolované z jihomoravského lignitu (JMLHK) ukdaaze tento vzorek je tven nizSim
obsahem slatenin autochtonniho gvodu v porovnani sjeho standardem LEOHK.
Pritomnost stopového mnoZstvi autochtonnich &ain v uhelnych HL neni nikterak
znepokojujici, jestlize si wdomime, Ze jmenovateli rané faze proukieimekromasy jsou
mikrobialni ¢cinnosti aerobnich a anaerobnich bakterii [239]i\gaut vzorku HK izolované
z extraktu hadé mdské rasy Ascophyllumnodosum(AHK) je ziejmé, Ze vysoké hodnoty
fluorescekinich koeficieni FI aBIX nejsou ukazateli autochtonnihdvpdu, nybrz zdroje
biologického. Tyto z&ry jsou ve velmi dobré sheds excit&né-emisnimi spektry HL, ve
kterych byly v gipadt P2HK, AHK, PFK a @RFK lokalizovany fluorescemi maxima
nehuminového — mikrobialnihaipodu.

Z nangfenych emisnich spekter HL byly vyieny fluoresceéni koeficientyAsso aHIX,
jejichz hodnoty jsou dobrymi ukazateli aromaticdystup® humifikace &chto unikatnich
“biokoloidnich” slowenin. BlizSi informace o vygtu fluorescennich indexi A4z aHIX
poskytuji reference [126—127] a Ize je i nalézidetavcich kapitoly 3.3 této diseftd prace.
Jak je patrné z vysledksumarizovanych v Tab. 5, studované vzorky vykazfivyklé
hodnoty fluorescamich koeficient HL izolovanych z uhelnych, rasSeliniStnich @pich
prirodnich matric [92, 240-241]. V SirSim pohleduprazentované vysledky humifi&aiho
indexu HIX a Milori indexu A4 muzeme fici, ze HL vyjma vzorku HK izolované
z jihomoravského lignitu (JMLHK) jsou v porovnané svymi standardy (ESHK, ESFK,
PPHK a PPFK) charakterizovany niz8im stmnhumifikace a aromaticity. Naproti tomu
byly standardy HL charakterizovany vySSimi hodnatafohto fluorescegnich index, které
v sol& odrdzi informace o podilu aromatickych struktutedy i miry humifikace d&hto
“biokoloidnich” slowtenin. Jak je patrné z vysleillsumarizovanych v Tab. 5, HL izolované
z lesni @dy Humic Podzol (P1HK, P2HK a v neposlediiad i PFK) vykazuji niZSi obsah
aromatickych struktur, a protottheme konstatovat, Ze tytaigni HL jsou charakterizovany
nizSim stupdm humifikace v porovnani se standardy ESHK a ESFhtyZ vysledi bylo
dosazeno i vijpadt HL izolovanych z jihéeské raSeliny. Hodnoty fluorescench indexi
radelinistnich HL (ORHK a X'RFK) naznauji, Ze tyto vzorky jsou charakterizovany niz&im
stuprém humifikace v porovnani s jejimitiglusnymi standardy IHSS (PPHK a PPFK).
Hodnoty fluorescetmich indexi A0~ 4,62 aHIX = 37,49 lignitické HK vypovidaji o vy$Sim
stupni humifikace respektive aromaticiéto ‘biokoloidni” sloweniny vzhledem k pouzitému
standardu LEOHK. Jak jefggmé z vysledk uvedenych v Tab. 5, HK izolovana z extraktu
hnédé mdské fasy Ascophyllum nodosum (AHK) byla charakterizovana nejnizsimi
hodnotami fluoresce&mich koeficient A440 aHIX, a proto se rfizeme domnivat, Ze tento
vzorek HK je v porovnani s ostatnimi HL #em nizkym obsahem aromatickych struktur
a tudiz i nizkym stupfm humifikace. Rové&Z je na tomto migtnutnéfici, Ze tyto zavry jsou
ve velmi dobré shads vysledky UV/Vis @°C NMR spektrometrie.

Statickézhasenfluorescencdigandi HL s CU?*, Pb?* a Hg** ionty

Huminové latky (HL) jsou obeeén definovany jako vysoce reaktivnibibkoloidni”
sloweniny, které se vyziaji schopnosti interagovat s Sirokou Skalou cizgchdatek, jako
jsou €zké kovy [242], povrchoy aktivni latky — surfaktanty [152], hydrofobni st@miny
[243], barviva [244] a v neposlediiad i s rostlinnymi vyzivovymi nutrienty (N, K,
cd’, Mg™, NOs~, SO, H,PG", HPJ™ aj.). Hlavnim cilem této kapitoly diseétsi prace
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bylo owiit a otestovat vyuZziti jednoduchych komplémich experimerit, které by pispely

k lepSimu pochopeni reaktivity HL. Kramtoho je na tomto mistnutnéfici, Ze edukaci

v oblasti ochrany Zivotniho prdeti je v dnesSni d@bvénovana znéna cast lidského Usili,
nicméré problematika environmentalniho ziteni ©€zkymi kovy je i [fes tuto osstovou
¢innost stale aktualni, jak vyplyva z rozsahléhétpadbornych publikaci anovanych této
otdzce [245-247]. Na zaklacprovedené literarni reSerSe byly pro studium eyt HL
vybrany Ca*, PE* a Hf" ionty, které samito “biokoloidnimi” slouseninami tvai stabilni
komplexy [151, 248]. Reaktivita, kterd je zde regmmtovana schopnosti HL vazat atim
i imobilizovat €Zké kovy byla v této disertai praci studovana ve fodmvodnych roztok
téchto “biokoloidnich” slowenin. Tato koloidni forma velmi déb simuluje chovani HL
obzvlast FK v tzv. pidnim roztoku. Jak uvadi ve své praci Plaza a 9adl7] studium
komplexace HL v roztokuimasi mimo jiné i experimentélni vyhody s ohledeanmozZnost
zvoleni fyzikalré-chemickych podminek (koncentrace, teplota, pHiowea sila aj.).

Za &elem studia reaktivity HL, které jsou zde reprepgéhy konstantami stability
komplexi [HL—Me**] acastmi paatesni fluorescence, které jsou schopny podlehnout
statickému zhaseni s EuPK" a Hg" ionty byly jako ligandy komplexace zvoleny stardiar
padnich HL (ESHK a ESFK). Z na¥fenych emisnich spekter systiérdL—Me** a roztoki
HL bez gitomnosti zhade tj. ionti Cu/**, PE" a Hg" byly ode&teny hodnoty intenzity
fluorescence v maximu emise. Z vySe uvedenych axeetalnich dat byly pomoci upravené
Stern-Volmerovy rovnice ziskany parametry komplexBSHL s C&", P a H" ionty. Na
Obr. 24 jsou uvedeny grafické zavislogiMe®")/1:0 x 100 na molarni koncentraci pouZitych
iontt CU**, P a H ™.
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Obr. 24: Grafické zavislosti-(Me®*)/I0 x 100 na molarni koncentraci pouzitych iotitzkych kowi CU*,

a Hg'": a) standard pdni HK Elliott Soil; b) standard pdni FK Elliott Soil
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Jak je z Obr. 24iejmé, kvaziexponencialni {ih grafické zavislostif{Me**)/I:0 x 100
na molarni koncentraci iolntt¢Zkych kovi swdci o vzniku komplex mezi ligandy fdnich
HL a CU#*, P a H" kovy, a proto mZeme konstatovat, Ze tyto iontyigobuji vyrazné
zhéseni fluorescencéchto “biokoloidnich” slogenin. Kron& toho si nizeme povSimnout,
Ze k efektivnimu zhaSeni fluorescence pouzitych ddéchazi jiz pi nizkych koncentracich
zhaseée v systému [HL—M&] tj. v rozmezi molarnich koncentraeil,75-35uM Cu**, P+
a Hg" iontd. Porérng dramaticky pokles intenzity fluorescence ve vySedeném rozmezi
molarnich koncentraci vypovida o silné afidigandi padnich HL k vybrany iontm tZkych
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kovi. Jak je z Obr. 24a patrné, nejvice podléhalyct@mu zhaseni vzorkyipgnich HL po
komplexaci s Hf ionty, picemZ zhaSeci efekt ttmatého iontu byl viipads FK natolik
silny, Ze nebylo mozné z na&henych experimentalnich dat stanovit konstantu ktabi
a parametr odpovidaji¢asti p@&atesni fluorescence, ktera je schopna podlehnout kéatia
zhaseni. Z tohototodu nebyly pislusné grafické zavislosti(Hg>*)/I:0 x 100 respektive
FJ/AF na molarni koncentraci Hg ionti ajeji inverzni hodnét v Obr. 24b a 25b

prezentovany.
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Obr. 25: Grafické zavislostiJAF na gevracené hodndtmolarni koncentrace pouzitych iGnt€zkych kowi
CU*, PF* a Hg"; a) standard pdni HK Elliott Soil; b) standard fidni FK Elliott Soil

| kdy? nemame parametry komplexace k dispozicKyj.[Hg*'] af, tak se mZeme na
zaklad pozorovani domnivat, Ze Bigionty tvaif s ligandy fidni FK Elliott Soil velmi silné
a stabilni komplexy. Tyto zéwy jsou v dobré shads odbornou praci Zhanga a spol. [140],
kterému se pod#o zjistit, e Hg" ionty jsou velmi sili vazany ligandy fdnich FK a DOM,
jejichz konstanty stability byly stanoveny v rozrheadnot~ 3,28—4,48.

Z nantienych experimentalnich dat (Obr. 25) byly pomocfaupné Stern-Volmerovy
rovnice vypdéteny konstanty stabilityk, [Me®'] a parametryf, ligandi padnich HL po
komplexaci s Ctf, PF* aHd" ionty. Tyto vysledky zhaSeni fluorescencédpich HL
s vybranymi iontydZkych kovi jsou sumarizovany v Tab. 6.

Tab. 6: Vypétené hodnoty konstanty stability v logaritmickémjadfeni log K, [Me?'] a parametrf,, ktery
odpovid&asti pa&ateini fluorescence, ktera je schopna podlehnout kéatia zhaseni s €y P+ a Hg " ionty.

vzorek HL log Ka fa (%) R?
cu* 4,85 90 0,99
ESHK PE* 4,50 69 0,99
Hg** 5,15 89 0,98
cu* 4,45 69 1,00
ESFK PL* 3,70 59 0,99
Hg™ -) -) -)
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Jak je patrné z vysledksumarizovanych v Tab. 6, studované vzorky vykarypické
hodnoty konstanty stability loi§, a parametrd, HL izolovanych z terestrialnichijpodnich
matric tzn. HL extrahovanych z roatiych pidnich tymi [147]. V SirSim pohledu na dosazené
vysledky konstanty stability systému [HL—Kig a parametruf, miZeme konstatovat, Ze
pudni HK je v porovnani se svym pégtkem charakterizovana vyssi stabilitou [HL-Me
komplexi a podilu poatesni fluorescence, ktera je schopna podlehnout ktatia zhaseni
s C#*, PBF* aHd" ionty. Naproti tomu byla FK izolovana z Grodnédp Elliott Soil
charakterizovana nizSimi hodnotangchito ukazateél efektivity komplexace HL smito
polutanty. Jak je iejmé z vysledik uvedenych v Tab. 6, nejsHigi komplexy tvaila padni
HK s Hg" ionty, jejiz konstanta stability loi§. [Hg**] dosahovala nejvy3si hodnoty fj.
~5,15. Kron¢ toho je na tomto mistnutnéfici, e tento systém [HK-H§ podiéhal
statickému zhaSeni az z 89 %. Jak uvadi ve své Br@n a spol. [148] jako i dalSi aiito
[151, 249] je vys§i stabilita komplexHK s Cf* a H" ionty pravépodobré zpisobena
jejich schopnosti tit s #mito ligandy silné komplexy vriti sféry. Tento vySe uvedeny
Zawr je rovrez podpden vysokymi velikostmi parametfy které dosahovaly hodnot vySSich
nez 85 %. Mimoto je na tomto mdshutnéfici, Ze hodnoty konstanty stabilitg, systému
[HL—Me?"] zde reprezentuji disociai konstantyKp, jak je Zejmé z matematického odvozeni
Stern-Volmerovy rovnice. Obeértedy plati,éim je konstanta stabilityK, resp. disociéni
konstantaKp Vétsi, tim je komplex [HL-M&] pevrsj$i. Z tohoto pohledu vyplyva, Ze
nejstabiljSim a nejpeveji vazanym iontem je vifpad piadnich HK rtwnaty kationt.
Naproti tomu jako nejmenstabilni komplexy byly charakterizovany ligandydpich HL
s PB* ionty, jejichz hodnoty loda resp. logKo byly nejnizsi tj. logkJJHK—Pb**] = 4,50
a logK[FK—P*'] = 3,70. Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 3.3 jenktanta stability
systému [HL—M&"] silng zavisla na hodnstpH prostedi, kterému je komplex vystaven.
Podle této studie by mohlyrgrstavovat jisté environmentélni riziko 2Phonty vazané
puadnimi FK, které mohou byt vyplavovany do nizSiclster midy z kontaminované ornice,
anebo mohou byt transportovany az do Zdpmgdzemnich vod.

6.5 Casow rozlisena fluorescerini spektrometrie huminovych latek

Casow rozlidena fluoresceni spektrometrie, zvlaSpak jeji technika pulzni fluorescani
spektrometrie, ktera je v odborné litedmwznama pod zkratkou TCSPCT#mecorrelated
single photon counting je mnohymi autory pokladana za ndgFitéjSi metodu studia
dynamiky excitovanych stévzkoumanych organickych sléenin. Ustalen& fluorescence je
ovlivnéna nejen koncentraci fluorofoii vinovou délkou budiciho #éni, ale i pitomnosti
kysliku, rozpu&tného ve vzorku, ktery zde pini roli vyznamného ebdsfluorescence.
V piipact mereni casov rozliSenych fluoresceni spekter nemusi byt tyto limitace
uvazovany, ato zibodu, Ze doba Zivota na vySe zingich faktorech zavisla neni,
s vyjimkou vinoveé délky P reakcich v excitovanych stavech. Kréoho je na tomto mist
nutné podotknout, Ze Zadny fluorestein experiment se neobejde beziemi ustalené
fluorescence, paiwvadz emisni spektrum gatk zakladnim charakteristikam studovaného
vzorku, avSak reni doby Zivota nam poskytuje mnoho jinych informaczkoumaném
systému. Jak uvadi ve své rozsahlé monografii Lakow64], procesy v excitovanych
stavech Ize sice vid i v emisnich spektrech, nicm&toto pozorovani je omezeno pouze na
urcity typ fluorescetinich slodenin. Jako nazornyifklad Ize uveést tvorbu excimeréi
exciplexu rkterych polyaromatickych uhlovodik (PAU), anebo fenos naboje
v excitovaném stavu, ale wisledku néfeni doby Zivota riizeme pozorovat zénu emisniho
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spektra £asem. Z vySe uvedeného faktu jejmeé, Ze procesy probihajici v excitovanych
stavech organickych sl¢enin Ize studovat pozorovanim tatasow rozliSenych emisnich
spekter (TRES FimeResolved-luorescencépectra. | pies nesporné vyhody, které s sebou
piinasi ¢caso¥ rozliSena fluoresceni spektrometrie je bohuzel v oblasti studia HLpres
DOM jen #idka pouzivanou instrumentalni technikou, a toyjervelmi uzkém pohledu na
piislusné doby Zivotasthto “biokoloidnich” slogenin.

Hlavni mysSlenkou tétaasti disertéani prace bylo navrhnout a nasle€dprovézt pilotni
které jsou velmi dlezité k poznani fenomén jako jsou reakce a@nos naboje
v excitovaném stavu a v neposledfdd® iviskozita mikroprosedi okolo excitovanych
fluorofori téchto unikatnich Biokoloidnich” slogenin. Za timto telem byla na zaklad
provedené literarni reSerSe vybrana metod&en casow rozliSenych emisnich spekter, ze
kterych byly nasledhpomoci normalizace plochy podikou TRES spekter zkonstruovany
tzv. casow rozliSené pes plochu normalizované emisni spektra TRANEBme Resolved
Area NormalizedEmissionSpectra ktera jsou dobrymi ukazateli vySe zrrigich proces.
Veskeré HL pouzité v této disettd praci byly podrobeny zakladnimu screeningu pdmoc
TSCPC spekter. Jednou z primarnich metod, jak mobytu HL studovany je ®ieni
vyhasinani fluorescencé&aso¢ rozliSenych spekter, ze kterych byly naskedtanoveny
parametry prolozZeni tzn. doby Zivata jejich gislusné relativni amplitudi;. Z nangétenych
poklesi intenzit fluorescence HL bylyipiem 0dpovidajicile max) Stanoveny vySe zméné
parametry prolozeni, které jsou uvedeny v Tab.misBi vinové délky Xem) byly vybrany
v maximalni hodnat intenzity fluorescence HL, ato #Awbdu ziskani vySSi hodnoty
parametru fistrojové odezvyn. Tento parametr mimo jiné oviivje icasovou narénost
sbéru dat @i daném nastaveni a instrumentéasow rozliSené fluoresce&ni spektrometrie.
Obecre plati, Ze s klesajici hodnotourigtrojové odezvya roste ¢as, ktery je pdebny
k ziskani poklesu intenzity fluorescencié ganém pétu fotoni v maximu poklesu. Z vyse
uvedeného faktu jefgimé, Ze vybranym vinovym délkam emisé, igerych byly nansteny
poklesy vyhasinani fluorescence pouzitych HL, nepiikladan kvanto¥-mechanicky
vyznam, ale jednalo se pouze o instrumentalni wastaprvotnich TCSPC experimént
RovréZ je na tomto mist nutné fici, Ze tyto vysledky slouZily spiSe k ziskani ecd
predstavy aasow rozliSené fluoresceémi spektrometrii HL, a také k optimalizaci vyhodno-
ceni nanitenych experimentalnich dat.
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Tab. 7: Doby Zivota; a jejich gisluSné relativni amplitudg; studovanych HL

vzorek doby Zivota excitovanych stai (ns) relativni amplitudy (%)

HL 1 75 T3 T4 B, B, Bs Bs
LEOHK 0,10+ 0,00 0,97 +0,03 3,55+0,08 8,78 +0,05 5,37 16,09 45,51 33,02
JMLHK 0,14 +0,01 1,08 +0,09 3,55+0,06 8,78+ 0,10 9,17 21,85 41,66 27,32
ESHK 0,28+0,001,37+0,12 3,77 £0,04 8,62 +£0,15 4,84 22,02 45,98 27,16
P1HK 0,15+0,02 1,03 +0,08 3,35+0,02 859+0,07 8,89 17,16 39,39 34,56
P2HK 0,12 +0,01 0,88 + 0,05 2,87 + 0,04 7,68 + 0,08 24,59 23,40 38,21 13,80
PPHK 0,10+0,030,94 +0,06 3,18 +£0,10 8,11 +0,10 7,70 18,34 43,07 30,89
JCRHK 0,11 +0,01 0,84 +0,10 3,09 + 0,05 8,45 + 0,04 11,04 20,34 41,41 27,22
ESFK 0,32+0,031,58+0,07 453+0,12 10,81 +0,1 9,49 27,22 43,43 19,86
PFK 0,09 +0,00 0,65+0,11 2,84 + 0,05 8,35+ 0,04 10,73 16,78 43,56 28,93
PPFK 0,19+0,021,14+0,09 3,74 +0,05 9,84 +£0,16 8,17 24,98 42,62 24,23
JCRFK 0,21 +0,04 1,34 +0,06 4,20+0,14 9,99 +0,13 9,46 21,48 41,41 27,65

Doby Zivota excitovanych stay které jsou uvedeny v Tab. 7fegdstavuji pimérné
hodnoty ze ii nezavislych opakovéani. Vyptené smirodatné odchylky o) relativnich
amplitud byly v porovnani g zanedbatelné, a proto nejsou ve vySe prezentoiandce
uvedeny. Jak je patrné z vyslédkumarizovanych v Tab. 7, pouZité vzorky vykazitjiri
doby Zivota excitovaného stavu, z nichZ nejvyzngme zastoupertas odpovidajici hodnét
~ 2,9-4,5ns. Tyto vysledky jsou v dobré sthiek zaw¥ry publikovanymi Kumkem a spol.
[153], ktery se zabyval studientippdni organické hmoty NOM pomoc¢asow rozliSené
fluorescekini spektrometrie. # porovnani pislusnych dob Zivota a jejich relativnich
amplitud je ¥ejmé, Zze FK se oproti HK vyztaji pomerné delSimi casy ro—z4 a relativni
amplitudouB,. Jednotlivé nuance mezi stanovenymi dobami Ziextzitovanych stav HL
jsou s nejetSi pravépodobnosti  zfisobeny individualnimi diferencemi ve strukturni
morfologii &€chto unikatnich biokoloidnich” slokenin. Kumke a spol. [154] studovali HL
izolované ze sladkovodnich zdioNOM pomoci metody exponencialni série (ESM —
ExponentialSeriesMethod, kterd je zaloZena nadiieni pokled intenzit fluorescenceip
raizném nastaveniipvodniku¢asu TAC. Na zakladziskanych experimentalnich datiadili
kratké dols Zivota excitovaného stavtj ~ 1 ns fluorofory, které maji sy pavod v latkach,
jako jsou mono- a polyhydroxybenzoové kyselifjppdré obdobr substituované chinony.
Podobnych z&rt bylo dosazeno i v odborné praci McGowna a spdl8]lktery se zabyval
studiem alkoholového extraktu zdd&ho uhli pomoci vySe uvedené metody ESM tensi
o metodu maximalni entropie (MEM MaximumEntropy Method. Jak je patrné z vysledk
uvedenych v Tab. 3, pouzité vzorky vykazuji obvykiédnoty doby Zivota excitovanych
stava a relativnich amplitud HL izolovanych z terestigh a sladkovodnich fwodnich
matric [153-156]. Za&wem lze tedy tvrdit, Ze natifené vyhasinani fluorescence HL bylo
prokladano vhodnym matematickym modelem tigi-exponencialni matematickou funkci,
jejiz obecny zapis je dan rovnici (14). Shodnospeexnentalnich dat s pouzitym
matematickym modelem byla mimo jiné potvrzena hoamd redukované spravnosti
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proloZeni y3, které nepevySovaly limitni hodnotu 1,2 a zardvepribshem zavislosti
vazenych residui na detakch kanéalech.

Z nantienych pokles intenzit fluorescence byly stanoveny doby Zivotdodnoty
relativnich amplitud, ze kterych byla naslédrkonstruovangasow rozliSend emisni spektra
podle rovnice (22), ktera je uvedena v kapitole.1222 Vyhasinani fluorescence HL bylo
vyhradré vyhodnoceno pomodityi-exponencidlniho modelu, ktery se na zakladvotrs
provedenych experimehtukazal jako vhodh zvolenym, a proto byl pouzit k ziskani vyse
zmirénych parametr. Nasleds byla z TRES spekter studovanych HL rekonstruovasaw
rozliSena pes plochu normalizovana spektra TRANES, ktera jdobrymi ukazateli, zda
pozorovana emise pochazi z jedné, anebo vice arhigminotek BZzné ozna&ovanych jako
species Vzhledem ke komplexnostiaso¥ rozliSené fluoresceni spektrometrie HL bylo
nutné uvést veSkera vyhodnocena TRES a TRANES rmspald [filoh jako samostatné
grafické zavislosti (viz. kapitola 11.2). V textusdrta&ni prace budou uvedena pouze
modelova spektra standardddni HK pochazejici z urodnéagy Elliott Soil. Jednotlivé
diference v charakteru TRES a TRANES a z nich dedaké zasry budou diskutovany
v nasledujicich odstavcich této diséntiaprace.

Na Obr. 3P jsou uvedena TRES a TRANES spektra ldkované z jihomoravskeho lignitu
(JMLHK) a jejiho odpovidajiciho standardeonarditu (LEOHK). Tvar ¢aso rozliSenych
emisnich spekter studovanych HKeédwi o tom, Ze pibéh vyhasinani fluorescence neni
ovlivnén procesy excitovaného stavu, kam zpraviiddime efekty rozpouXdla a reakce
v excitovaném stavu. V opaém gipact by byla pozorovana z¢na TRES spekira &ase.
Jak uvadi ve své praci Lakowicz [64], kipadt efekii rozpoustdla emituje jista distribuce
fluorofori, kterd je tvéena nezrelaxovanymi a zrelaxovanymi molekulami skptji tak
specifickd TRES spektra, jejichz emisni maxima eetikualré posunuji k delSim vinovym
délkam. Kron¢ toho, je na tomto mi&tnutné fici, Ze v této distribuci jsou obsazeny
i fluorofory, které se nachéazeji ¥aném stupnicasténé zrelaxovanosti. Naproti tomufi p
reakcich excitovaného stavu dochazi k emisi jakstevu nezreagovaného, tak ze stavu
zreagovaného, ktery \adledku niz8i energetické hlading® emituje v oblasti vy3Sich
vinovych délek. Z vySe uvedeného faktu jejmé, Ze s rostoucirtasem se bude intenzita
fluorescence zreagovanych fluorafazvySovat a zarowe emisni pik lokalizovany v oblasti
nizSich vinovych délek se bude s postupuji¢asem vytracet. Z pbéhu ¢casow rozliSenych
emisnich spekter uhelnych HK jaeepmé, Ze se veSkeré emitujici fluorofory nachazeji
v oblasti o stejné viskozitmikroprostedi, kde se molekuly rozpowdta orientuji stejnou
rychlostni konstantou relaxace jako excitované faomlekuly” HK. Pokud by se jen &ita
cast excitovanych fluorofér nachazela v oblasti s odliSnou viskozitou mikratiedi nap.

v hydrofobnich doménach, které jsou zpravidlareny asociaty relativhmalych heterogen-
nich molekul [37], tak by ¥asow rozliSeném emisnim spektru dochazelo k bathochimun
posunu fluoresce&miho maxima Wase. Podobnych zé&w bylo dosazeno i vifpad tzv.
modelu dvou stay, kde ziskané vysledky nazngi, ze v pfibeéhu vyhasinani fluorescence
HK nedochazi kreakci v excitovaném stavu, jako ngd. prenos protonuci naboje.
V TRANES spektrech hidouhelnych HK si nelze nepovSimnout, Z&kdiv jednotlive
pribéhy emisnich pik vykazuji silnou tendenci se protnout v tzisoemisnimboduy

k exaktnimu splynuti ilvek, v jeden konkrétni bod, bohuzel&shto vzorki nedoSlo. Tato
nesnaz je pravgpodobrt zpisobena silnym rozptylem &la, o kterém s¥déi pomerne
vysoké hodnoty relativnich amplitug;. NejvysSi hodnoty tohoto parametru byly zjist
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v krajnich oblastech emisniho spektra tzh.4p390-450 nm & 550-600 nm. Jak uvadi ve
své praci Bekbolet a spol. [250], jedinou mozngeii efektivie minimalizovat rozptylové
jevy je mikrofiltrace, kdy jsou z roztdkHL odstragny malo rozpustné agregaty, které jsou
zpravidla zdrojem vySe zminého rozptylu. Naproti tomu, by mohly byt odsthap

i S nerozpushymi agregaty ékteré fluorofory, a proto nebyly &ené vzorky HL v této
disert&ni praci nikterak upravovany. Jak jiz bylo diskudowe dive (viz. kapitola 2.2.12), dv
na sold nezavislé emisni jednotkgecie¥ zpisobi propojeni jednotlivych emisnich spekter
v tzv. isoemisnimbody ktery je specificky pro emisi prdvze dvou jednotek. Pokud by
v systému byly jednotkyiit objevily by se v TRANES dva isoemisni body. Naklac
praibéhu a tendenci emisnich spekter se protnout ve dsoemisnich bodech seieme
domnivat, Ze fluorescence uhelnych HK jerbra temi samostatnymi emisnimi jednotkami
resp. druhy. Jelikoz jsou HL povazovany za mulibfoforni systém a pbéh vyhasinani
fluorescence HK nebyl ovlivim procesy excitovaného stavuuiemefici, Zze jednotlivé
druhy fluorofoi jsou charakterizovany préyednou dobou Zivota excitovanych siag—t,.
Zawrem vSak musime konstatovat, Ze vySe uvedena hagditg n¢la byt v gipact téchto
vzorki HK znovu o¥fena néienim vyhasinani fluorescence a znovu zkonstruovamiBS

a TRANES spekter.

Na Obr. 4P a 26 jsou uvedena TRES a TRANES spékitazolovanych z lesni jy
Humic Podzol (P1HK a P2HK) a standardu ESHK pochéazejiciho drigogdy Elliott Soil.
Pribéh casow rozliSenych emisnich spekter HK izolovanych ziegidy Humic Podzol
nazng&uje, Ze vyhasinani fluorescence je owiva probihajicimi procesy v excitovanych
stavech. Jak je z Obr. 4Remmé, v gipad vySe zmiknych HK se jejich fluoresceéni
maxima Vv pozorovanérasovém intervalu 0-15 ns kontinu&lposunuji k delSim vinovym
délkdm emise, a dochazi tak k bathochromnimu pgsutery je zpravidla ukazatelem
procesu relaxace rozpo#dla okolo excitovanych fluorofér V ¢asow rozliSeném emisnim
spektru vzorku P2HK si nelze nepovSimnout velmiazy®ého bathochromniho posunu, jehoz
velikost byla v pozorovanéniasovém intervalur 25 £ 2,5 nm. Zdvodu toho, Zze TRES
spektra byla vypttena pomoci paramétiprolozeni, které byly obdrZzeny z pokiemtenzit
fluorescence ®tenych s krokem 5 nm, je tedjemé, Ze hodnoty posunu resp. maxima jsou
zatizeny chyboe 2,5 nm. Naproti tomu, se vzorek HK izolované nigsidy Humic Podzol
(P1HK) vyzn&oval posunem emisniho maxima o velikestlO = 2,5 nm. Z pib¢hu ¢asow
rozliSenych emisnich spekteragnich HK (P1HK a P2HK) je iejmé, Ze ufitd cast
emitujicich fluorofofi se nachazi v oblasti o vySSi viskézikde se molekuly rozpoustia
vyskytuji v izném stupnicast&né zrelaxovanosti jako i excitované “supramolekubK.
Krom¢ toho, je na tomto mistnutnéfici, ze v ipad efekii rozpoustdla emituje i jisty
podil fluorofoffi, ktery je tvden jak zrelaxovanymi, tak idoposud nezrelaxovanymi
molekulami. Na zakladtéchto vysledk se nizeme domnivat, Ze &ita ¢ast excitovanych
fluorofori se nachazela v oblasti s odliSnou viskozitou ngkwsetedi tzn. hydrofobnich
doménach, které jsou tkeny nepolarnimi fragmenty orientovanymi doyrigupramolekuly”
HL [38]. Naopak, polarni stavebni jednotky, kteréoy substituovany ipvazri
karboxylovymi a hydroxylovymi funknimi skupinami spoluvytu&ji tzv. vrejSi obal, této
“supramolekularni” struktury HL. Bbéh atvar ¢aso¥ rozliSeného emisniho spektra
standarduElliott Soil (viz. Obr. 26a) s¥d¢i otom, Ze bhem vyhasinani fluorescence
nedochéazi k dynamickym prodes, jako jsou reakce v excitovanych stavech a v slepoi
fak i vySe zmigné efekty relaxace rozpogdta. Ve vSech zrekonstruovanych TRANES
pudnich HK si nelze nepovSimnout, Ze jednotlivébghy emisnich pik se protnuly ve dvou
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isoemisnich bodech. Prvni isoemisni bod se nachrézehodré stranemisniho spektra tzn.
v oblasti vinovych délek 420-490 nm, zatimco druhy bod byl lokalizovan {asb vysSich
vinovych délek emise tj.fp~ 530-585 nm. Z vySe uvedenych &dvse nmizeme domnivat,
Ze za fluorescencitpinich HK jsou zodpaddné pra¥ a jenom iti na sol¢ nezavislé emisni
jednotky resp. fluoresceni druhy, které jsou v odborné litersguozngovany jakospecies
Z globélniho hlediska fizemetici, Zze v gipad HK izolovanych z lesnigay Humic Podzol
dochézi v pibéhu vyhasinani fluorescence ke kontinualnimu posmisniho piku, ktery je
nasledovan dima isoemisnimi body, které jsou ukazateli druhi fluorofori a jistého
kontinua emisnich jednotek vznikléeho pomalou retaxanolekul rozpougtlla okolo
excitovanych stavfluorescetinich druti situovanych v hydrofobnich doménach HKalssh
vyhasinani fluorescence standardudm HK Elliott Soil nebyl nikterak ovlivin,
a v disledku toho mizeme pedpokladat, Ze jednotlivé druhy fluorofiojsou charakterizo-
vany pra¥ jednou dobou Zivota excitovaného stayti,.
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Obr. 26: TRES a TRANES spektra standardud HK Elliott Soil, a) ¢aso¥ rozliSené emisni spektrum
(TRES); b, c) ¢aso¢ rozlisené pes plochu normalizované emisni spektrum (TRANEBpzorovanychitasech
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Na Obr. 5P jsou prezentovana TRES a TRANES speldrazolované z jihgeské raseliny
(JCRHK) a jejiho odpovidajiciho standardahokeePeat (PPHK). Pfibéh a tvar casow
rozliSenych emisnich spekter studovanych HEdsvo tom, Ze vyhasinani fluorescence neni
ovlivnéno probihajicimi procesy v excitovanych stavecim kdovyklefadime efekty relaxace
rozpoustdla, které spadaji do kategorie tzv. kontinualnmodelu, a rovéZ prichazeji do
avahy i reakce probihajici v excitovanych stavedbekul, které odpovidaji tzv. modelu dvou

100



Vysledky a diskuze Centrum materialového vyzkumuHRGJT v Brné

stavi. V opaném gipadt bychom pozorovali v TRES spektrech raSelinistritth zmeny,
které by se projevily v morfologii jednotlivych esmich spekter vasovém intervalu 0-15 ns.
Jak je z Obr. 5Ptejmé, vesSkeré emitujici fluorofory se nachazejblasti o stejné viskozit
mikroprostedi, kde se molekuly rozpotdta orientuji stejnou rychlostni konstantou relaxac
jako excitované “supramolekuly” HK. To znamena, Aghlost reorientace molekul
rozpoustdla je mnohem vysSi nez samotna fluorescence,ta dochazi k emisi zani z jiz
zcela zrelaxovanych excitovanych staiaproti tomu, pokud by se jencité ¢ast populace
excitovanych fluorofakr raSeliniStnich HK nachazela v oblasti s odliSnoiskazitou
mikroprostedi, v této souvislosti studia mame oy namysli tzv. hydrofobni domény,
které jsou nedilnou soasti supramolekularniho vyjihi struktury &chto unikatnich
“biokoloidnich” slowenin, tak by Waso¥ rozliSenych emisnich spektrech dochazelo
k bathochromnimu posunu fluoreséeith maxim ve vySe uvedené&msovém intervalu 0—
15 ns. Podobnych zé&w bylo dosazeno i vifpad tzv. modelu dvou stdy kde ziskané
vysledky naznéuji, Zze v pfibchu vyhasinani fluorescence raselinistnich HK nedoch
k reakci v excitovaném stavu. V apem gipackt by byl pozorovan pokles intenzity
fluorescence na modré stgaemisniho spektra, ktery by odpovidal tzv. nezrgaggm
stavim, zatimco v oblasti vysSich vinovych délek by domdio ke kontinualnimu nistu
intenzity fluorescence névvzniklého fluorescefmiho maxima odpovidajiciho stam
zreagovanym. V TRANES spektru HK izolované z {iaské raSeliny si nelze nepovsimnout,
Ze a&koliv jednotlivé piabehy emisnich spekter maji silnou tendenci se prdtnotev.
isoemisninbody k presnému protnutitkvek, v jeden konkrétni bod, bohuzel u tohoto vzork
nedoslo. Jak jiz bylo diskutovanaorive, tento fakt je prawgbodobré zpisoben silnym
rozptylem s¥tla na malo rozpustnych agregatech HK. Jak je z B®rzejme, v pipac
standardPahokeePeatse jednotlivé prbéhy emisnich spekter protnuly ve dvou isoemisnich
bodech. Prvni isoemisni bod byl lokalizovan na réastra emisniho spektra tzn. v oblasti
vinovych déleks 485-490 nm, zatimco druhy bod se nachazelrvené oblasti, jehoZ pozice
byla vymezena vinovymi délkami 590-595 nm. Na zakladpribéhu a tendenci emisnich
spekter se protnout ve dvou isoemisnich bodedizeme pedpokladat, Ze jako Wipad
standardu Pahokee Peat je fluorescence raSelinistni HK tema femi samostatnymi
fluoresceknimi druhy tzv.species Jak jiz bylo uvedenoitve, HL jsou mnohymi autory
povazovany za multi-fluoroforni systém [117, 12430JL a navic, pibéh vyhasinani
fluorescence HK nebyl ovlivim procesy excitovaného stavu, a protiweme konstatovat, ze
jednotlivé druhy fluorofak jsou charakterizovany préyednou dobou Zivota excitovanych
stava To—T4.

Na Obr. 6P jsou sumarizovana TRES a TRANES spé&lraolované z lesnijady Humic
Podzol (PFK) ajejiho odpovidajiciho standardilliott Soil Pribéh ¢asow rozliSeného
emisniho spektra standardu FK pochazejici z Urogidy Elliott Soil nazn&uje, ze
vyhasinani fluorescence je v tomtéigact ovlivnéno probihajicimi procesy v excitovaném
stavu. Jak je z Obr. 6P patrné, fipact vySe zmigné FK se jeji fluorescéni maxima
v pozorovanémasovem intervalu 0-15 ns repzit posunuji k delSim vinovym délkdm
emise, adochazi tak k bathochromnimu posunu, kferypbvykle dobrym indikatorem
procesu relaxace rozpo&dla okolo excitovanych fluorofér Velikost bathochromniho
posunu, ktery je v odborné liter&¢uozng&ovan jako ted-shift’ [64], byla v pozorovaném
¢asovém intervalu stanovena md5 + 2,5 nm. Naproti tomu, u vzorku FK izolovan&gni
pudy Humic Podzol (PFK) nebyl pozorovan zadny posun fluoresoémo maxima, a tudiz se
muZzeme domnivat, Ze vyhasinani fluorescence téitak6loidni” sloweniny neni ovlivino
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probihajicimi procesy v excitovanych stavech, kamawvidla fadime vySe zmimé efekty
relaxace rozpoudtlla a v neposlednfac i reakce v excitovanych stavech.aB$h ¢asow
rozliSeného emisniho spektradmiho standardilliott Soil dava tusit, Ze dita cast populace
emitujicich fluorofofi se nachazi v oblasti o vySSi viskézikde se molekuly rozpousgtia
vyskytuji v iizné mie casté&né zrelaxovanosti jako i excitované “supramolekuRK. Na
zaklad téchto vysledk miazeme konstatovat, Ze jistéast excitovanych fluorofdr se
nachazela v oblasti s odliSnou viskozitou mikrotiex$i tzn. hydrofobnich doménach, které
jsou tvaeny stavebnimi jednotkami nepolarniho charakterwyto T unikatni oblasti
supramolekularni struktury HL jsou stabilizovangyazié slabymi disperznimi interakcemi,
jako jsouvan der Waalsovysily, -t an—CH; [26]. Jak je z Obr. 6Pigmé, jednotlivé
prabéhy emisnich pik padnich FK se protnuly ve dvou isoemisnich bodeclhinPisoemisni
bod se nachazel na modré stramisniho spektra tzn. v oblasti vinovych dékek10—
435 nm, zatimco druhy bod byl lokalizovan v oblastgSich vinovych délek emise tjtip
~ 515-560 nm. Na zakladvySe sumarizovanych z&w muzemefici, Zze jako v pipadt
pudnich HK jsou za fluorescencichto “biokoloidnich” slogenin zodpo¥dné pra¥ a jenom
tii na sold nezavislé emisni jednotky respektive fluoresoénlruhy. Z globalniho pohledu na
dosazené vysledky lze konstatovat, Zerfipgk FK pochazejici z trodnéagy Elliott Soil
dochazi Bhem vyhasinani fluorescence k repzitému posunu fluoresaamiho maxima,
ktery je nasledovanifitomnosti dvou isoemisnich bindkteré jsou vyhradhukazateli i
druhi fluorofori a ukitého kontinua emisnich jednotek vzniklého pomalelaxaci molekul
rozpoustdla okolo excitovanych stévfluoresceginich druti situovanych v hydrofobnich
doménéch FK. Tyto z&vwy jsou ve velmi dobré shéd vysledky publikovanymi v odborné
praci Periasamyho a spol. [82], ktery uveékalik typi TRES a TRANES spekter se kterymi
se mizeme v oblasti studia roziiych systém setkat. Jak jiZz bylo diskutovandide, pibéh
vyhasinani fluorescenceigni FK neni nikterak zatizen dynamickymi procesyudiz se
muzeme domnivat, Ze jednotliv@eciesjsou charakterizovany pr&jednou dobou Zivota
excitovaného stavty—ta.

Na Obr. 7P jsou uvedena TRES a TRANES spektra FHované z jihdeské rasSeliny
(JCRFK) a jejiho odpovidajiciho standaréahokeePeat Pribeh a tvaréasow rozliseného
emisniho spektra FK izolované z jileskeé raSeliny s¥éi o tom, Ze vyhasinani fluorescence
je ovlivnéno probihajicimi procesy v excitovaném stavucagov¥ rozliSeném emisnim
spektru tohoto vzorku si nelze nepovSimnout fak&iy pozorovanémiasovém intervalu 0—
15 ns dochazi ke kontinualnimu bathochromnimu pogiitomnych fluorescefmich maxim.
Tento charakteristicky jev je zpravidla tgwben procesy relaxace rozpeéd& okolo
excitovanych fluorofakr. Jak je z Obr. 7P regjmé, velikost vySe zmémého posunu byla
vV pozorovanéntasovem intervalu stanovena md0 + 2,5 nm. Na zakl&dtéchto vysledk
muze byt vycena hypotéza, Ze seciia ¢ast emitujicich fluorofar nachazi v oblasti o vysSi
viskozit¢, kde se molekuly rozpougtla vyskytuji v izném stupnicasté&né zrelaxovanosti
jako iexcitované “supramolekuly” FK. Jak jiz byliskutovano #ive, v gipact efekii
rozpoustdla emituje i jisty podil fluorofat, ktery je tvdien jak zrelaxovanymi, tak i doposud
nezrelaxovanymi molekulami, vadledku ¢ehoZz se objevuje &ita distribuce dob Zivota
excitovaného stavu a pozorovana emise se tak pgsundelSim vinovym délkdm. Na
zaklad téchto vysledk miazeme tvrdit, Ze se &ita ¢ast excitovanych fluoroférnachazela
v hydrofobnich doménéach tzn. v oblastech s odliSm@mkozitou mikroprogedi. Naproti
tomu, pfbeh a tvarcasow rozliSeného emisniho spektra standalPdinokeePeat vypovida
o tom, ze Bhem vyhasinani fluorescence tébidkoloidni” sloweniny nedochazi k dynamic-
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kym proceém, jako jsou reakce v excitovanych stavech a vygedené efekty relaxace
rozpoustdla. V TRANES spektru FK pochazejici z raSelildahokee Peat si nelze
nepovsSimnout, zecoliv jednotlivé pfibéhy emisnich spekter vykazuji silnou tendenci se
protnout v tzvisoemisninbody k presnému protnutifivek, v jeden konkrétni bod, bohuZzel
u tohoto vzorku row¥ nedosSlo. | vtomtofjipact je tento problém s nejtsi pravépodob-
nosti zgisoben pitomnosti malo nebo ne zcela rozpustnych agéeg&t Naproti tomu, si

v TRANES spektru FK izolované z jiteské raSeliny nelze nepovsimnout, Ze jednotliva
emisni spektra se po jejich normalizaci protnulalveu isoemisnich bodech. Prvni isoemisni
bod se objevil na modré stkaamisniho spektra tzn. v oblasti vinovych détek15-430 nm,
kdeZto druhy bod byl lokalizovan v oblasti vysSiglmovych délek emise tj. ip = 515—
530 nm. Na zakladpribéhu a &elné snaze emisnich spekter se protnout ve dvemisaich
bodech se iiteme domnivat, Ze jako ¥ipadt raSelinistni FK je fluorescence standardu
PahokeePeattvorena temi samostatnymi emisnimi druhy. Mimo tuto imphéiskut€nost

je zZejmé, Ze pibéh vyhasinani fluorescence standardu FK nebyl o#tiviprocesy
excitovaného stavu, a protoigemerici, Ze jednotlivé druhy fluorofdrjsou charakterizova-
ny pra¥ jednou dobou Zivota excitovanych sias—t4. Z globalniho hlediska Ize tvrdit, Ze
v piipadt FK izolované z jihéeské raSeliny je proces vyhasinani fluorescenceodéapen
kontinualnim posunem emisniho maxima, ktery je edislan pitomnosti dvou isoemisnich
bodi. Z vySe uvedeného faktu Ize tvrdit, Ze tyto vyklegsou specifickymi indikatoryit
species ajistého kontinua emisnich jednotek vzniklého ptim relaxaci molekul
rozpoustdla okolo excitovanych stéavemisnich drutn ptcitomnych v nepolarni domérnéto
FK.

6.6 Liquid-state **C NMR spektrometrie huminovych latek

Spektrometrie nuklearni magnetické resonance isotamiku *C je mnohymi autory
pokladana za jednu z hlavnich a mimo jiné i nepastielnych instrumentalnich technik
studia a charakterizace HL resp. DOM izolovanyebzi¢nych girodnich matric [251-254].
Jak jiZ bylo diskutovanoriie, gitaZlivost*C spektrometrie nuklearni magnetické resonance
obzvlast spaiva vtom, Ze tato instrumentélni technika nam wgfa poskytuje mnoho
cennych informaci o strukite, chemickych a biologickych vlastnosti HL, jejichterogent,
piitomnosti a prostorovém usfdalani funknich skupin, podilu aromatickych fragmeént
ligninu, alifatickych, peptidovych a sacharidovy@unotek, stupni humifikace, aromaticit
aj. S vyjimkou klasického pojeti vyhodnocehiC NMR spekter tzn. postupnéifazeni
chemickych posun urgitym funkénim skupindm a strukturnim jednotkam, byly za timto
Gcelem navrZzeny tzv. strukturni parametry, které jstmfinovany jako powry intenzit
signali, eventuals jako plochy pod #vkou pfi vhodreé zvolenych chemickych posunech.
VySe zmirné strukturni parametry jsou zpravidla ukazatebnaaticity, hydrofilnosti resp.
hydrofobnosti a mimo jiné i biologické cinnosti, kter4 je fedevSim vazana na obsah
biologicky aktivnich ator uhliku tzn. aromatickych fragmentkteré jsou substituovany
karboxylovymi a v neposleditact i OH- fenolickymi funknimi skupinami. Hlavni snahou
této casti disertani prace bylo navrhnout a naslédprovézt takové experimenty, které by
téchto unikatnich biokoloidnich” slogenin. Vyjma standafd HL byly veSkeré vzorky
pouZité v této disertmi praci podrobeny zékladnimu screeningu pomi#@iNMR spektro-
metrie. Za timto &lem byla'*C NMR spektra studovanych HL integrovana v oblasti
alifatickych atont uhliku (0—-45 ppm),O-alkylovych a peptidovych ataim uhliku (45—
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106 ppm), aromatickych a fenolickych atbmhliku (106—165 ppm) a mimo jiné i v oblasti,
jeZ nalezi specifické absorpci karboxylovych a kagdovych atoni **C (165-220 ppm). Na
zaklad vySe zmignych oblasti byly z jejich integralnich hodnot vygpmy tzv. strukturni
parametry HL. Vypoctené strukturni parametrly, Hg/Hs, BIA a hodnoty procentualniho
zastoupeni uhlikovych atamv prislusnych integralnich oblastech jsou sumarizovany
v Tab. 8.

Tab. 8: Stanovené procentudlni zastoupeni uhlikoatoni v prislusnych integralnich regionech a vymé
strukturni parametry aromaticitfz), hydrofilnosti a hydrofobnostHs/Hz,) a biologické aktivity BiA)

zastoupeni ve spektralni oblasti (%)

vzorek fa H+i/H+o BiA
HL 0-45  45-106 106-165 165-220 o) o)
ppm ppm ppm ppm

JMLHK 12 6 61 21 0,77 0,37 4,56
P1HK 18 25 30 27 0,41 1,08 1,33
P2HK 19 31 37 13 0,43 0,79 1,00
JCRHK 16 21 33 30 0,47 1,04 1,70
AHK 38 21 22 19 0,27 0,67 0,69
PFK 16 34 31 19 0,38 1,13 1,00
JCRFK 24 20 30 26 0,41 0,85 1,27

Jak je patrné z vysledksumarizovanych v Tab. 8, analyzované vzorky vyKaickeé
hodnoty procentudlniho zastoupeni uhlikovych @t@strukturnich parameéttL izolova-
nych z terestrialnich a kaustobiolitickyckrpdnich matric [159-165]. Z globalniho hlediska
Ize konstatovat, Ze HK vyjma vzorku izolovanéhotraktu hrgdé mdaskérasyAscophyllum
nodosum(AHK) obsahuji v porovnani s FK vysSSi mnozstvi matickych slodenin, kam
zpravidlafadime strukturni jednotky ligninu, které majitpypivod v latkach jako je 4-
hydroxycinnamylalkohol, koniferylalkohol a sinapikahol. Kromg toho je na tomto mist
nutné fici, 7e v této oblasti’C NMR spektra dochazi mimo jiné i ke specifické apsi
fenolickych uhlik **C s maximem chemického posuniii 50 ppm. Naproti tomu bylaipini
FK charakterizovana nejvy$sim obsah@ralkylovych a peptidovych atoin®C. V této
oblasti spektra obvykle nalézame signaly prdtealifatickych alkohal a polysacharidovych
jednotek tzn. celuldzy a hemicelulozy, které jscajoritnimi stavebnimi slozkami bagnych
sten rostlin. Jak uvadi ve své praci Dercova a si#85], v gipact padnich a raselinistnich
HL je vysSi obsahO-alkylovych a peptidickych sl@enin pravédpodobri ukazatelem
mikrobialni ¢innosti pidnich a vodnich mikroorganism Krom¢ toho poukazala na
skut&nost, Ze niZ8i obsalD-alkylovych slodenin je \tSinou inherentni se stugm
humifikace resp. aromaticitou, kdyéhem humifik&niho procesu dochazi k postupné
degradaci vySe zménych kyslik obsahujicich latek. Stanovené hodnatycentuélniho
zastoupeni uhlikovych atanpadnich HK (P1HK a P2HK) naztaji, Ze tyto vzorky jsou
v porovnani se svou FK charakterizovany vysSim lodasa alifatickych uhlik mastnych
kyselin a vosk. Jak je patrné z vysleflkuvedenych v Tab. 8, FK izolovana z lesriidy
Humic Podzolse vyzn#ovala relativie vy$Simi hodnotami signalintegrovanych v oblastech
45-106 ppm a 106-165 ppm, a tudiZizeme fici, Ze tato pdni FK je oproti P1HK
charakterizovdna vysSim obsahebalkylovych, peptidickych a aromatickych st@min.
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Spektrometrie nuklearni magnetické resonance nagdlf@lila, Ze vzorek P2HK obsahuje
absorpce nastava v rozmezi chemickych podib—220 ppm. Toto zji&i je ve velmi dobré
shod s vysledky obdrzenymi z elementarni analyzgn Krevelenehodiagramy UV/Vis

a FTIR spektrometrie. Obdobnych Zavbylo dosazeno i vifpad HK izolované z jihdeske
raSeliny. RaSelinistni HK se vyzfwvala vysSimi hodnotami procentuélniho zastoupeni
uhlikovych atond, které jsou zpravidla fpisovany specifické absorpdD-alkylovych,
peptidovych, aromatickych, karboxylovych a v nepdsi fads i karbonylovych atorin **C.

Z vySe uvedeneho faktu seapeme domnivat, Ze tento vzorek je charakterizowassim
stuprém humifikace, o kterém $d&i praw zminsné hodnoty integrovanych oblasiC NMR
spektra. Jak je patrné z vyslédsumarizovanych v Tab. 8, FK izolovana z jiaskeé raseliny
(JCRFK) se oproti GRHK vyznaovala nesrovnateinvy3si hodnotou integralni oblasti 0—
45 ppm, ktera je pokladana za oblast specifickérpog alifatickych atofn>C. Tyto zaery
jsou ve velmi dobré sheéds vysledky prezentovanymi v odborné publikaci Gaada spol.
[256], ktery se v této praci zabyval studiem a ekterizaci HL izolovanych ziznych
hloubek ombrotrofického raSelinistniho profilu. Mefp tomu, HK izolovana
z jihomoravského lignitu (JMLHK) se v porovnani satnimi HL vyzn#&ovala nizSimi
hodnotami procentualniho zastoupeni uhlikovych atgifipadajicich specifické absorpci
alifatickych, O-alkylovych a peptidovych sl@enin. Kron€ toho, je na tomto mishnutnéfici,

Ze stanoveny obsah aromatickych a fenolickych ¢gloim byl v gipad vySe zmigného
vzorku nominald nejvyssi, jehoz hodnota ¥ipluSné oblasti chemickych posurinila

~ 61 %. Tyto vysledky naz#aji, Ze lignitickA HK obsahuje oproti ostatnim HlejwySsi
podil aromatickych struktur, které jsou substitugw@olarnimi funknimi skupinami, @emz
Swed¢i i nejvysSi hodnota absampiho koeficientuEgt/Eg;. Naproti tomu, si v Tab. 8 nelze
nepovsSimnout, Ze HK izolovana z extraktuetdé@ mdskéiasy Ascophyllunmodosum(AHK)
byla charakterizovana nejvysSim obsahem alifatiokstruktur, jejichZz specificka absorpce
nastava v oblasti chemického posunu 0-45 ppm. S8pektrie nuklearni magnetickée
resonance mimo jiné ukazala, Ze tento vzorek jgetvosrovnatelnym mnoZstvin®-
alkylovych a peptidovych sl@enin jako vzorek HK izolovany z jilkeské raSeliny. Z vySe
uvedenych vysledk se mizeme domnivat, Ze tento vzorek jgeyazi tvoren alifatickymi
rettzci aO-, N-alkylovymi jednotkami, které jsou ukazateli masthykyselin, vosk, proteim

a polysacharigl Tyto zawry byly rovreéz podpdeny vysledky z elementarni analyayan
Krevelenehaliagramy FTIR a steady-state fluoresc¢enspektrometrie.

Z nanmetenych’®C NMR spekter HL byly vypéteny strukturni parametrfy, Hqi/Ho aBiA,
jejichz hodnoty jsou dobrymi ukazateli aromaticitydrofilnosti resp. hydrofobnosti a biolo-
gické &innosti €chto unikatnich Biokoloidnich” slogenin. BlizSi informace o vy@tu vysSe
zmingnych parametr poskytu;ji reference [166—172] a Ize je i nalépidgtavcich kapitoly 3.4
a 5.3.7 této disertai prace. Jak je patrné z vyslédkvedenych v Tab. 8, studované vzorky
vykazuji obvyklé hodnoty strukturnich paranieHL izolovanych z uhelnych, raseliniStnich
a pidnich girodnich matric [166-167, 169, 170-172, 257-260]Sir8im pohledu na
prezentované vysledky indexu aromaticftymizeme konstatovat, Zze HK vyjma vzorku
izolovaného z extraktu Bdé mdské fasy Ascophyllumnodosum(AHK) jsou v porovnani
s FK charakterizovany vysSim stupm aromaticity. Naproti tomu, HK pochéazejici z ektta
hnédé mdské fasy byla charakterizovana nejnizsi hodnotou tolsttokturniho parametru,
ktery v solé zrcadli informace o podilu aromatickych struktumiano jiné i miry humifikace
této ‘“biokoloidni” sloweniny. Jak je patrné z vysleilksumarizovanych v Tab. 8, HL
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izolované z lesnijoy Humic Podzol(P1HK, P2HK a v neposlediad i PFK) se vyznéu;ji
nizsimi hodnotami indexu aromaticity, a tudiz se izeme domnivat, Ze tytoagni vzorky
jsou charakterizovany nizsim stujpm humifikace v porovnani s raselinistnimi HICRHK

a XRFK). Nejvy3si hodnota indexu aromaticity byla @ uvzorku HK izolované
z jihomoravského lignitu (JMLHK). Z vySe uvedenéa@tu Ize tvrdit, Ze tato HK je t¥ena
nejvyssim obsahem aromatickych struktur, které jstamto gipadt prevazrié odvozeny od
stavebnich jednotek ligninu tzm-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkdbo
Z naméteného™C NMR spektra HK izolované z jihomoravského lignittiz. Obr. 8aP) je
ziejme, Ze tento vzorek je fgvazre tvoren jednotkami koniferylalkoholu @
kumarylalkoholu, jejichz specificka absorpce by&dlizovana v oblasti chemickych posun
~ 125-135 ppm & 145-148 ppm. Naproti tomu byly HL izolované z lesidy Humic
Podzol charakterizovany intenzi¢Simi signaly v oblastech chemického posuniu~p105—
111 ppm,~ 118 ppm & 128-132 ppm, které jsou zpravidla ukazateli sitelpgholovych
a koniferylovych jednotek ligninu listnatych strém Naproti tomu, si v Tab. 8 nelze
nepovsimnout, Ze HK izolovana z extraktuetdé@ mdskérasy Ascophyllummodosum(AHK)
byla charakterizovana nejnizsi hodnotou struktwrparametru,, jenz dava tusit, Ze tento
vzorek HK je v porovnani s ostatnimi HL tem nizkym obsahem aromatickych struktur
atudiz inizkym stupim humifikace. Jak jiz bylo diskutovanaride (viz. kapitola 3.4),
pokusy odvodit biologickou aktivitu HLifmo z jejich**C NMR spekter vedly k navrzeni
parametru biologické dinnosti BiA, ktery je definovan jako po¥n obsahu biologicky
Gcinnych atond uhliku tzn. aromatickych fragmentHL a karboxylovych funé&nich skupin
(106—230 ppm) k biologicky inaktivnim tj. alifatiék aO-alkylové funkni skupiny (0O-
106 ppm). Z nartenych *C NMR spekter studovanych HL byl vyien vy$e zmitny
parametr biologické dinnosti BiA. Z globalniho hlediska éZemefici, Ze HK s vyjimkou
vzorka izolovanych z lesni jgly Humic Podzol (P2HK) a extraktu htdé mdské rasy
AscophyllummodosumAHK) obsahuiji v porovnani s FK vySSi mnozstvilbgicky aktivnich
atomi »°C, a proto jsou tytobiokoloidni” sloweniny charakterizovany vyssi hodnotBiA,

a tudiz i mirou biologické dinnosti. Naproti tomu byly FK pouzité v této diserii praci
charakterizovany nizSimi hodnotami strukturniho apaetru BiA, atudiz se iizeme
domnivat, Ze tyto vzorky se vyzagi niZSi biologickou Ginnosti, a tudiZ i ménvyraznou
schopnosti interakce 8zanorodymi latkami nap rostlinnymi nutrienty.**C NMR analyza
HK izolované z jihomoravského lignitu (JMLHK) ukdaa Ze tento vzorek je tven
nejvy$sim obsahem biologicky aktivnich atofiC. Z vySe uvedeného faktu Ize konstatovat,
Ze lignitickd HK se vyznaije nejvysSi biologickou dinnosti, o které ssd¢i i pomerné
vysoka hodnota tohoto strukturniho paramddrd. Tyto za¥ry jsou ve velmi dobré shéd
s vysledky prezentovanymi v odborné publikaci Davaispol. [261], ktery se v této praci
zabyval studiem a charakterizaci nativnich a regsa@ych HK izolovanych z jihomorav-
ského lignitu pomoci fyzikatrchemickych metod a hodnot biologické aktivity. Kap
tomu, si v Tab. 8 nelze nepovSimnout, Zze HK izotavaz extraktu htdé mdské rasy
Ascophyllumodosum(AHK) byla charakterizovana nejnizsi hodnotou bgtké &innosti.
Na zaklad téchto vysledk muzemefici, Ze reaktivita této HK bude ovligna nejen
vyslednou hodnotou parametBiA, ale i povahou chemického individua, ktery budeuto
HK v interakci. Jak je patrné z vysladkumarizovanych v Tab. 8, studované HL se vyazn
liSily svymi vypastenymi hodnotami strukturniho parametit/Hso. Z globalniho pohledu na
dosazené vysledky imemefici, Zze HL izolované z lesnitipdy Humic Podzol(P1HK a PFK)
a jihoseské radeliny ORHK) jsou v porovnani s ostatnimbibkoloidnimi” slouweninami
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charakterizovany jako vice hydrofilni. Naproti tomastatni HL byly tvéeny vysSim
obsahem alifatickych a aromatickych fragniena tudiz i vypotené hodnoty strukturniho
parametruHs/Hs, nazn&uji, Ze tyto ‘biokoloidni” sloweniny se vyznéuji pirevazré hydro-
fobréjSim charakterem. Kro#ntoho je na tomto migtnutnérici, Ze tyto zavry byly ve velmi
dobré shod s vysledky obdrzenymi pomocasow rozliSené fluoresceni spektrometrie,
kdy u vzorki P1HK, P2HK a dRFK dochazelo k bathochromnimu posunu fluoresuiéo
maxima v TRES spektrech. Na zaklatéchto vysledk muzZzeme konstatovat, Ze vySe
uvedené vzorky HL obsahuji ve svych strukturach tgdrofobni domény, které jsou temy
stavebnimi jednotkami nepolarniho charakteru. Hfghwoi domény jsou orientovany v nitru

supramolekularni struktury HL, zatimco polarni famk skupiny tvéi vnejSi obal &chto
unikatnich biokoloidnich” slogenin [38—39].

Za elem owieni spojitosti mezi navrzenym parametrem specifighgorbanc&SUV A5,
a indexem aromaticity, byla v tétocasti disertani prace rekonstruovana graficka zavislost
mezi vySe zmignymi koeficienty, které jsou mnohymi autory povazny za dobré ukazatele
aromaténosti HL resp. DOM. Na Obr. 27 je uvedena grafickavislost strukturniho
parametruf, na specifickych hodnotach absorbar®gdVAs, HL izolovanych z uhelnych,
raseliniStnich, pdnich a v neposlediiace i rostlinnych girodnich matric.
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Obr. 27: Grafickd zavislost strukturniho paramefiu na specifickych hodnotadch absorban8&VAs,
studovanych HL

Kromé toho je na tomto mistnutnéfici, Zze strukturni paramets byl v péipact standard
HL vypocten na zakla#l procentuainiho zastoupeni uhlikovych alorejichz hodnoty jsou
verejné dostupné na webovych strdnkach mezinarodni &podti IHSS [262]. Jak je
z Obr. 27 rejmé, linearni pibeh grafické zavislosti strukturniho parametsuna absorgnim
koeficientuSUVAs, swdéi o velmi dobré korelaci mezémito koeficienty. Toto zji&ni je
velmi cennym vysledkem v oblasti studia a charakaee HL, jelikoZz jsme schopni na
zéklad absorgniho koeficientu SUVAe, velmi dolie predikovat aromaticitu é¢hto
“biokoloidnich” slokenin, aniz bychom znali kvantitativni zastoupedin@livych fragment
tzn. alifatickych rettzca, O-, N-alkyli a jakkoliv substituovanych aroniat Vyjime¢nost
tohoto za¥ru spa&iva v tom, jestlize si uldomime, Ze strukturni paraméjrje ukazatelem
nejen obsahu aromatickych stemin, ale pedevsim stupharomaticity, ktery je definovan
jako podil sottu aromatickych a fenolickych atdnuhliku ke viem atofim *°C s vyjimkou
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karboxylovych a karbonylovych futikich skupin. Tyto za&ry jsou ve velmi dobré sheéd
s vysledky prezentovanymi v odborné publikaci Wa#sth a spol. [95], kterému se piilia

owetit linearitu mezi specifickou hodnotou absorbar®dVAs, a obsahem aromatickych
uhlika Ar (110-160 ppm) %.
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7 ZAVER

Predklddana disertai prace se zakiuje na studium fyzikakrchemickych vlastnosti
huminovych latek (HL) progtdnictvim modernich instrumentélnich metod, ktegdjaz na
n¢které vyjimky dostupné na pracovisti Centra matevidho vyzkumu fakulty chemické
VUT v Brn¢. Jak jiz bylo diskutovanoitve, HL predstavuji pozoruhodnyifpodni material
a tebaze jsou fedmetem soustavného vyzkumu jiz po mnoho desetileki ntkteré otazky
nejsou doposud ne zcela obj&sd. Tato dychtivost po zodpézeni alespi nekterych otazek
se stala velmi silnou motivaci viiehu celého studia, jejimz vystupem je tato diseita
prace, kterd se zabyva studiemichito unikatnich biokoloidnich” slotenin. Tyto
“biokoloidy” jsou spoluzodpatdné za Urodnostijgly, silnou mirou se podileji na transportu
Zivin ke kaenovému vlaseni rostlin a mimo jiné jsou schopnyhitizovat Sirokou Skalu
hydrofilnich a hydrofobnich polutaintPraw tyto unikatni vlastnostigedukuji vySe zmigné
HL k Sirokému aplikanimu potencialu, jenz by ¢hbyt zcela jist vyuzit, a to v nejizngjSich
oblastech lidsk&innosti, @ uz mame na mysli ochranu Zivotniho predf, zentdélstvi,
pramysl ¢i biomedicinské aplikace. Z vySe uvedenéhdtwyje nepochyb® zjevné, Ze pro
budouci aplikace je nezbytnnutnd znalost struktury asni spojené reaktivighto
unikatnich biokoloidnich” slowenin. Jeden z moznych idgohi jak mohou byt HL
studovany pedstavuje vyuziti nedestruktivnich tzn. spektromlkfich instrumentalnich
technik. V ramci této disertai prace byly jako vhodnéfokoloidni” slowteniny vybrany HL
izolované z jihomoravského lignitu, jibeské raSeliny, lesniudy Humic Podzola v nepo-
slednitack i vzorek HK pochéazejici z extraktu &€ mdské fasy Ascophyllumnodosum
S ohledem na celistvost této diséniaprace byly mimo jiné studovany i standardy Hterk
jsou EzZneé k dostani od mezinarodni sp&testi pro vyzkum huminovych latek (IHSS —
International Humic SubstancesSociety. Za timto @elem byly vybrany standardy IHSS,
které byly izolovany z obdobnych terestrialnich meatjako vySe zmiéné vzorky HL tzn.
LeonarditeHK, Elliott Soil HL aPahokeePeatHL. Na zaklad takto uceleného souboru HL
muzeme detail§i diskutovat jednotlivé diference, jez jsou ukagtatrozdilné struktury
a reaktivity €chto “biokoloidnich” slogenin.

Experimentalni cast diserténi prace se zafhuje na studium fyzikakchemickych
vlastnosti HL s ohledem na poznani jejiciv@du resp. geneze, jednotlivych strukturnich
fragmenti, mnozstvi substitueltuplatiujicich elektron-donorni a elektron akceptorni gfek
obsahu reaktivnich fugtkich skupin, heterogenity, aromaticity, stdgmumifikace atd. Jak
z profilace experimentalniasti vyplyva, tato disertai prace prezentuje inovativntigtup
studia HL, a to pedevSim v oblasti inftrvené a fluoresceéni spektrometrie. Z nagrenych
DRIFTS spekter studovanych vzérkylo zZejmé, Ze v oblasti “otisku palce” znesnag
interpretaci infrédervenych spekter HLipkryvajici se absopi pasy jednotlivych funinich
skupin. Tato nesnaz byla v této diséniapraci v§eSena pomoci Fourierovy autodekonvolu-
ce. Krong toho je na tomto mistnutnétici, Ze po aplikaci Fourierovy autodekonvoluce dosl
v nantienych infrg&ervenych spektrech k identifikaci specifickych aipgoich pas, které
dozajista pispély k detailrgjSimu poznani struktury éthto ‘“biokoloidnich” slowenin.
PredevSim se jednalo o strukturni jednotky, kteréabbsaly etherové a esterové vazby
piitomné v aromatickych a alifatickych st@mninach. Tato metoda rodh poukazala na
piitomnost strukturnich jednotek ligninu, kam zpréaithdime aromatické sléaniny, které
jsou odvozeny og-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkdhoTyto zary byly
mimo jiné podpeeny ivysledky Z°C NMR spektrometrie, kter& nadm poskytla nové

109



Zawr Centrum materialového vyzkumu FCH VUT v Brn

informace o struktte a obsahu jednotlivych futikich skupin resp. strukturnich jednotek.
13C NMR spektrometrie jednozitas ukazala, Ze navrzené strukturni parametry jsomivel
dobrymi ukazateli aromaticity, hydrofilnosti respydrofobnosti a mimo jiné i biologickée
acinnosti €chto “biokoloidnich” slokenin. Navic si v této disektai praci nelze nepovsi-
mnout, 7€*C NMR spektrometrie se stala velmi dobrym nastrojepotvrzeni jiz vycenych
hypotéz az&wn, & uzZz mame na mysli kvalitativnéi fyzikalné-chemické vlastnosti
pouzitych HL. Vysledky z elementarni analyzy regm Krevelenehaliagramunaznéuiji, Zze
tato instrumentalni technika je vhodnou metodowycklé a snadné interpretacékberych
fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako je obsah biogenniolkipr mechanismus humifikace,
podil aromatickych resp. alifatickych strukturnigunotek, odhad stupnde)hydrogenace,
oxidace a dekarboxylace. K dalSim vyznamnym pandmetkteré byly v této diserdai praci
diskutovany, a jenz jefdba brat v potaz, patabsorgni koeficienty, hodnoty specifickych
absorbanci a fluoresaém indexy. Vysledky jashpoukazaly na zcela nepostradatelnou ulohu
vySe zmignych koeficien, jeZz jsou ukazateli sdni molekulové hmotnosti, stupn
humifikace, obsahu polarnich fulftich skupin substituovanych na aromateaiopu aj.
Z nantfenych excitané-emisnich fluorescemich spekter vyplyva, Ze HL izolované
z terestrialnich firodnich matric jsou principiatncharakterizovany dima fluorescetnimi
maximy, z nichZA (a") — fulvic-like fluorofor se nachazi v oblasti vinovych délekR50-
280/420-525 nm v tzvUV-light oblasti, kdezto fluoresceéni pik C (o) — humiclike byl
lokalizovan v oblasti vySSich vinovych délek exc#ax~ 300-385/425-520 nm. V EEM
spektrech HK izolovanych z uhelnych, raSeliniStnighpidnich girodnich matric byly
namisto fluoresc&miho maximaC («) lokalizovany tzv. odvozen&umiclike fluorofory,
které se nachazeji v oblasti vysSich vinovych débatitace a emise 440-460/520-590 nm.
Fluorescetini spektrometrie mimo jiné ukazala, Ze tato metgdavelmi vhodnou
instrumentalni technikou k identifikaci fluores¢aich maxim nehuminového charakteru.
Aby bylo mozné blize diskutovat reaktivitéchto “biokoloidnich” slogenin byly v této
disert&ni praci provedeny jednoduché kompléxiaexperimenty, které jednozivé ukazaly,
Ze nejstabilgSim atedy i nejpewji vazanym iontem je vifpad padnich HL rtu’naty
kation. Klicovou a mimo jiné ivelmi inovativni kapitolou téttisert&ni prace je vyuZziti
¢aso¥ rozliSené fluoresceni spektrometrie v oblasti studia a charakterizdte Poprvé je
zde pouzita metodadtenicasow rozliSenych emisnich spekter a z nich Wieoaychcasow
rozliSenych pes plochu normalizovanych spekter TRANES. Vysledkyasow rozliSenych
emisnich spekter jagrukazaly, Ze tato instrumentalni technika je velimbdnou metodou
studia relaxace rozpouésita okolo excitovanych fluoroférHL. Mimo jiné se podalo zjistit,
Ze za fluorescenci HL jsou spoluzodpdumé pouze a jenonfitna sold nezavislé emisni
jednotky resp. fluoresceéni druhy. Za velmi cenny vysledek této disénigprace povazujeme
fakt, Ze se nam potlla experimentalé dokazat pitomnost hydrofobnich domén ve struidu
HL.

Béhem zav¥recné diskuze bylo nalezeno¢kolik oblasti, které mohou fpdstavovat
startovni body dalSiho navazujiciho vyzkumu. V primd by se jednalo o podrobjsi
studium HL pomocicasow rozliSené fluoresce&ni spektrometrie, a to zZidodu toho, Ze
potencialu, ktery tato instrumentélni technika késekryva, nebylo doposud zcela vyuZito.
Ziskané vysledky ovSem neposkytly ategnou odpoxd’ na otazku, jaké fragmenty HL jsou
zodpowdné za pitomnost hydrofobnich domén ve struldu chto ‘“biokoloidnich”
slowenin. DalSi oblast, kterou by mohl dale rozvéstazayici vyzkum je studium vlivu
zékladnich fyzikala-chemickych vlastnosti (koncentrace HL v roztoktd piontova sila
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prostedi...) na formaci supramolekularni struktury, jefiatentry jsou pravvyse zmigné
hydrofobni domény. Velmi zajimavou oblasti vyzkuimy dozajista pedstavovala aplikace
fluorescekini korel@&ni spektrometrie, ktera ndm obégroskytuje mnoho cennych informaci
o studovaném systému. DalSi zajimavou oblast psieddy vyzkum pedstavuje vyuZziti
zhasSeni fluorescencdistudiu vazebnych interakci HL s organickymi pahtly (povrchow
aktivnimi latkami, hydrofobnimi slaeninami, barvivy...).

Vysledky této disertai prace jastiukazuji, Zze HL jsou tv@ny Sirokou Skalou stavebnich
jednotek, které jsouipvazri nositeli fyzikalré-chemickych vlastnostiéthto unikatnich
“biokoloidnich” slowenin.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3% NMR 3¢ spektrometrie nuklearni magnetické resonance
3%C NMR LS liquid-staté®C spektrometrie nuklearni magnetické resonance
ADC Analogto-Digital Converter

Ara. arabinéza

Arg. arginin

Asp. kyselina asparagova

ATR zeslabena uplna reflektand&ttenuatedr otal Reflection
BiA parametr biologické &innosti

BIX autochtonni/biologicky index

CFD Constant~unctionDiscriminator

CTAB cetyltrimethylammonium bromid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOC rozpustny organicky uhlik DissolvedOrganic Carbon
DOM rozpuséna organicka hmotd{ssolvedOrganic Matter)
DRIFTS difuzni reflektance

EA elementarni analyza

EEM excit&né-emisni matice (spektra)

ESM metoda exponencialni sériexponentialSeriesMethod
ET ElectronTransfer

Fl fluorescerini index

FK fulvinova kyselina

FSD Fourierova autodekonvoludeolrier SelfDeconvolution
FTIR infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci
Fuk. fukéza

Gal. galaktéza

Glu. glutamin

Gluc. glukéza

Gly. glycin

His. histidin

HIX humifika¢ni index

HK huminova kyselina

HL huminoveé latky
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HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

HU humin

IC infracervena oblast elektromagnetickéhdera

IFE vnitini filtraéni efekt (nner Filter Effec)

IHSS mezinarodni spaleost pro vyzkum huminovych latek
lle. isoleucin

IR infracervena oblast elektromagnetickéhdera (nfrared)
IRF InstrumentRespons&unction

KM Kubelka-Munk

LC kapalinova chromatografie

Leu. leucin

Man. manodza

MEM metoda maximalni entropi&@ximumentropyMethod
MP mezi-systémovyigechod

MS hmotnostni spektrometrie

NOM prirodni organicka hmotaN@tural Organic Matter)

oD opticka hustotadptical Density

oM organicka hmotadrganic Matter)

PAL povrchow aktivni latka

PAU polyaromatické uhlovodiky

PGA ProgrammableGain Amplifier

PVC poly(vinyl) chlorid

Py/GC pyrolyzni plynova chromatografie

Rha. rhamnoza

Rib. rib6za

RPM paet ot&ek za minutuRevolutionder Minute)

SDS dodecylsulfat

SEC velikosti-vylu¢ovaci chromatografieSjzeExclusionChro.)
SOM pidni organickd hmoteSpil Organic Matter)

SS SteadyState

TAC Timeto-AmplitudeConvertor

TCSPC TimeCorrelatedSinglePhotonrCounting

TGA termogravimetricka analyza
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Thr. threonin

TOC celkovy organicky uhlikTotal OrganicCarbon
TRES caso¥ rozliSena emisni spektra

Tyr. tyrosin

uv ultrafialova oblast

UV/Vis ultrafialové a viditeln oblast elektromagic&eho zéeni
UvB stredreévinna oblast ultrafialového zeéni

uvC kratkovinn& oblast ultrafialového iemi

VK vnitini konverze

VR vibraéni relaxace

WD WindownDiscriminator

Xyl. xyl6za
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Seznam pouzitych symhol Centrum materialového vyzkumu FCH VUT v Brn

10 SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U

M, sttedni molekulovd hmotnost huminovych latek [Da]
sin?6 Uhel dopadu IR zéni na fazové rozhrani krystalu a vzorku [°]
X5 hodnota redukované spravnosti prolozeni [a.u.]
[M] koncentrace fluoroforu [mam3|
[M]o celkova koncentrace fluorofior [mol-dm3]
[MQ] koncentrace nefluoreskujiciho komplexu [Fdof3]

[Q] koncentrace zha&e (Quencherl [mol-dm3]

A fitovaci parametr -]

A, BaRp rozcleni padnich huminovych kyselin dle Kumady [85-86] [-]
A o fluorescerini pik odpovidajici fluorofam fulvic-like [-]

Ay integrél v rozmezi vinovych délek emise 300-345 nm [a.u.]
Azso specificka hodnota absorbandepnové délce 280 nm [-]
Ay integrél v rozmezi vinovych délek emise 435-480 nm [a.u.]
Asa0 Milori index(ploSny integral fes celé emisni spektrum) [a.u.]
Aem absorbanceipemisni vinové délce -]
Aex absorbanceipexcitatni vinoveé délce [-]
atom.% elementarni sloZeni v atomovych procentech [%0]
B pred-exponencialni faktor [-]
B, y fluorescetini pik odpovidajici fluorofam tyrosin-like [-]

B,, B2, B3 aBy relativni amplitudy gislusnych dob Zivota HL [%]
C,a fluorescetini pik odpovidajici fluorofarm humiclike [-]

Da Dalton (unifikovanaatomovahmotnostnjednotkg [u]
DOC rozpud¥ny organicky uhlik [Mmegr

dp hloubka piéiniku z&eni do vzorku [nm]
E./E;3 poner absorbanciifpvinovych délkach 250 a 365 nm -]
E./E4 poner absorbanciipvinovych délkach 265 a 465 nm -]
E2s4Ea10 poner absorbanciipvinovych délkach 254 a 410 nm -]
E4/Es poner absorbanciipvinovych délkach 465 a 665 nm -]
Ee1/Es; poner absorbanciifpvinovych délkach 253 a 220 nm -]
F, fluoresceini pik odpovidajici fluorofamm fenylalaninlike [—]

F intenzita fluorescence gifpmnosti zhase [a.u.]

Fo intenzita fluorescence betifpmnosti zhase [a.u.]
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fa castlg, ktera je schopna podlehnout statickéemu zhaSeni ] [%
Feorr korigovana intenzita fluorescence [a.u.]
Fobs experimentalé ziskana intenzita fluorescence [a.u.]
Hyi obsah hydrofilnich atotnuhliku*3C [%6]

Hro obsah hydrofobnich atanuhliku*3c [%]
hm % koncentrace v hmotnostnich procentech [%0]
I (4, 1) intenzita fluorescence vditémt alem [a.u.]
lo-106 obsah alifatickych &-alkylovych funknich skupin [%0]
lo-165 obsah vSech ataimuhliku vyjma —-COOH a C=0 [%0]
lo-s45 obsah alifatickych atotnuhliku [%0]
l106-165 obsah aromatickych a fenolickych atiborhliku [%]
1106-230 obsah aromatickych, fenolickych a karboxylovyotnat **C[%]
l165-220 obsah karboxylovych a karbonylovych atoohliku [%]
l45-106 obsahO-alkylovych a peptidovych atairuhliku [%]

IE (max) I v maximu emisniho a excitiaiho piku HL [CPS]

I ustalena intenzita fluorescence [a.u. resp. CPS]
In (4, 1) normalizovana intenzita fluorescence ¥itdmt alem [a.u.]
lss(4) ustalena intenzita fluorescenag ganéienm [a.u.]

Iss intenzita ustalené fluorescence [a.u.]
Ka konstanta stability komplexu [HL—Ng [a.u.]

Ks konstanta stability -]

I opticka draha vzorku (tlotga kyvety) [cm]

M, S fluoresceini pik odpovidajici fluorofamrm marinehumiclike[—]

n zakladni elektronovy stav orbitalu s nevazebnyleiteony []

Nk index lomu ATR krystalu -]
ny index lomu vzorku -]
obj. % koncentrace v objemovych procentech [%]
S plocha pod Kvkou v ¢aset =0 [-]

S zakladni elektronovy stav [-]
Sin excitovany singletovy elektronovy stav -]
S plocha pod kvkou v ¢aset =t [-]
SUVAS, specificka hodnota absorbankg, nm [gi-mgtm™

t cas [S]
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-
T,0
T, 7
Tin
tc
a, fa
AF
Alog K
Oc
A
Aem (max)
Jem
Aex (max)
Jex
n

*

T

71, 72, T3 A4

teplota [K resp. °C]
fluorescenini pik odpovidajici fluorofam tryptofartlike -]
doba Zivota excitovaného stavu [ns]
excitovany tripletovy elektronovy stav [-]
¢as centrifugace [min.]
index aromaticity [a.u.]
rozdil intenzit fluorescende, aF [a.u.]

rozdil logaritmickych hodnot absorbanéi 400 a 600 nm  [-]

kriticky uhel [°]
vinova délka elektromagnetickéhareai [nm]
vinova délka emisniho maxima HL [nm]
vinova délka emise [nm]
vinova délka excitniho maxima HL [nm]
vinovéa délka excitace [nm]
zakladni elektronovy stav orbitalu s dvojnymi vaath -]

excitovany elektronovy stav orbitalu s dvojnymglami [-]

doby Zivota excitovanych stawL [ns]

131
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11 PRILOHY

Centrum materialového vyzkumu FCH VUT v Brn

11.1 UV/Vis spektrometrie huminovych latek

a) vinova délka (nm)
300 400 500 600
1 1 1 1
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—————— PFK - ESFK
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vinova délka (nm)

Obr. 1P: Normalizovana UV/Vis spektra studovanydh H) HK izolované z terestrialnich a nizSich rostlinhyc
(autotrofnich) pirodnich matric;b) standardy HKLeonardite Elliott Soil aPahokeePeat c) FK izolované

vinova délka (nm)

z lesni fidy HumicPodzola jihoieské raSelinyd) standardy FKElliott Soil a PahokeePeat
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a) b)
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I AHK
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absorpéni koeficient absorpéni koeficient

Obr. 2P: Grafické znazo¥ni vypaitenych hodnot absotpich koeficieni studovanych HL;a) absorgni
koeficient Eg1/Eg,; b) absorgni koeficient Alog K; c) absorgni koeficienty Ex/Ez aEys/E41 d) absorgni
koeficienty E;/E, aE4/E; (tzv. humifikani index); ¢) pro vSechnyabsorpini koeficientyje legendavzorki HL
uvedenars Obr.2P (c)
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11.2 Casow rozlisena fluoresceini spektrometrie huminovych latek
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Obr. 3P: TRES a TRANES spektra uhelnych HKd) ¢asow rozliSena emisni spektra (TRES) HK izolované
z jihomoravského lignitu &) a standardu HKLeonardite (d); b, c, e f) caso¥ rozliSena pes plochu
normalizovana emisni spektra (TRANES) HK izolovanghomoravského lignitu i, ¢) a standardu HK
Leonardite(e, f) v pozorovaciclkasech 0-1 ns a 2-15 ns
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Obr. 4P: TRES a TRANES spektradmich HK;a, d) ¢asow rozliSena emisni spektra (TRES) HK izolovanych
z lesni iidy Humic PodzolP1HK (@) a P2HK {); b, c, e, f) ¢asow rozliSena pes plochu normalizovana emisni
spektra (TRANES) HK izolovanych z lesniidy Humic Podzol P1HK (b, c) a P2HK g, f) v pozorovacich
¢asech 0-1 ns a 2-15 ns
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Obr. 5P: TRES a TRANES spektra raSeliniStnich HiK;d) caso¥ rozliSena emisni spektra (TRES) HK
izolované z jihdeské raSelinyd) a standardu HKPahokeePeat (d); b, ¢, e, ) ¢aso¥ rozliSena pes plochu
normalizovana emisni spektra (TRANES) HK izolovanghoceské raSelinyl, ¢) a standardu HKPahokee
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Obr. 6P: TRES a TRANES spektréadmich FK;a, d) ¢aso¥ rozliSena emisni spektra (TRES) FK izolované
z lesni fidy Humic Podzol (a) a standardu FkElliott Soil (d); b, c, e f) ¢aso¥ rozliSend pes plochu
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11.3 Liquid-state **C NMR spektrometrie huminovych latek
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Abstract

ENEV V,, PospiSiLoVA L., KLuCAKOVA M., LirTa] T., DoskocCIL L. (2014): Spectral characterization of selected
humic substances. Soil & Water Res., 9: 9-17.

Current concern for soil quality has stimulated research on soil organic matter (OM). Humic substances (HS)
of different origin were compared applying ultraviolet-visible spectroscopy, Fourier transform infrared spec-
troscopy (FTIR), “steady-state” fluorescence spectroscopy, and '*C nuclear magnetic resonance (**C NMR).
Sodium humates samples were isolated from soil (Gleyic Luvisol), compost, and South-Moravian lignite from
the mine Mir in Mikul¢ice. Sodium humates (SH) were extracted by a conventional procedure recommended by
the International Humic Substances Society (IHSS). Results showed that the presence of O-containing functional
groups (carbonyl in aldehydes and ketones, carboxyl in carboxylic acids, ester and ether groups) are in the order
of compost > soil > lignohumate > lignite. Further, results of FTIR, fluorescence spectroscopy, and *C NMR
suggested that samples of sodium humates isolated from soil, compost, and lignite were a more polycondensed,
oxidized, unsaturated, humified, and aromatic structure. On the other hand, commercial lignohumate (LH) had
very simple structural components and wide molecular heterogeneity. Furthermore, a small molecular size and
weight, low degree of aromatic polycondensation, low level of conjugated chromophores and fluorophores, and
low humification degree were characteristic for commercial LH. It should be noted that the sample of commercial
LH was characterized by 1*C NMR analysis with a slightly higher value of aromaticity o in comparison with the
sample of compost. The application of non-destructive analytical methods such as UV-VIS, FTIR, 3C NMR,
and fluorescence spectroscopy help us to provide main characteristics of selected humic substances.

Keywords: 1>3C NMR spectroscopy; Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR); humates; lignohumate; steady-state
fluorescence spectroscopy; UV-VIS

Humic substances (HS) are present in many natural
materials, such as soil, water, peat, compost, and
brown and brown-black coal. They are intimately
associated with soil fertility and quality, dynamics
of nutrients, pollutants and contaminants, and the
global carbon sequestration in soil. They have high
complexation potential and are precursors of many
carcinogenic compounds, causing their elimination
or immobilization in the environment (PLAZA et al.
2006). Transformation processes of anthropogenic
chemicals are not still clearly understood because

of wide heterogeneity, spatial arrangement, and
chemical composition of soil HS. Humic acids (HAs),
the main component of HS, are regarded as highly
functionalized carbon-rich biopolymers, micellar
or supramolecular substances, and nanotube mem-
brane substances (HEDGES 1988; WERSHAW 1999;
PrcoLro 2002; SUTTON & SPOsSITO 2005; ARISTILDE
& SPos1TO 2013). According to the biopolymer con-
cept of HEDGES (1988) plant residues are subjected
to condensation and bio-polymerization reactions
producing the HS. WERSHAW (1999) and SuTON and
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SrosiTo (2005) pay attention to the great amount of
small broken decomposed fragments of plant residues
which aggregate in solution to form micelles. TAN
(2013) distinguished several types of carbon nano-
tubes, nanofibres, nanotube micelles, and membranes.
His scanning electron microscopic investigations are
explaining the principles of nanochemistry. He also
showed that plant biopolymers are de-polymerized
in the process and a lot of nanoparticles are capable
of self-assembling and another part in a presence of
peptides and other amphiphilic form nanofibres. Na-
no-size materials are hydrated and have large surface
areas, and appear to control soil chemical properties,
dissolved inorganic and organic species, moisture reten-
tion, pesticide retention, and availability for nutrients
(THENG & YUAN 2008; TAN 2013). Observation made
by MONREAL et al. (2010) indicated that HS consist
of the carbonaceous network of single strains linking
cluster of humic material and minerals. They are in
assemblies of peptide amphiphiles, carbohydrates,
N-heterocyclics, and alkyl-aromatics. Clay fraction
contains mostly phenols, lignin, lipids, and fatty acids.
Their stability depends strongly on their origin and
age. The main functional groups in HAs molecule are
carboxylic, phenolic, and alcoholic as well as some other
minor groups such as hydroxy, methoxy, and thiol, etc.

NoVAK et al. (2001) and MADRONOVA (2011) gave
characterization of alkali humates and HAs isolated
from raw materials of the Czech Republic (coal, oxyhu-
molite, lignite, and peat), which are frequently used in
agriculture for soil improvement and remediation. Coal-
derived HAs could differ significantly in the mineral
components (aluminosilicate) content, water content,
and amount of functional groups. Data also showed
differences in stability, reactivity, and affinity to water.
A higher content of phenolic groups was observed in
lignite and peat to compare with coal-derived HA.

The present work focused mainly on the struc-
tural characteristics and functional groups content
in soil humates. Comparison on the basis of their
chemical and optical properties is given between
soil humates and humates isolated from the other
natural sources. The application of non-destructive
analytical spectroscopy methods helps us to provide
synergetic data explaining main characteristics of
selected terrestrial HS.

MATERIAL AND METHODS

The objects of our study were three different sam-
ples of sodium humate (SH) and one sample of com-
mercial lignohumate (LH). Humates were isolated
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from brown soil (from Ap horizon) of Gleyic Luvisol
type (locality Lesonice, Czech Republic), compost from
ZERA s.r.0., and South-Moravian lignite from the mine
Mir in Mikulcice, Czech Republic by a conventional
procedure recommended by the International Humic
Substances Society (IHSS) (SCHNITZER 1982; NOBILI
et al. 1990). All sodium humates (SH) were prepared
from humic acids samples by titration to pH = 7.

UV-VIS spectra were measured by Hitachi U-3900
(Hitachi, Tokyo, Japan) in the wavelength range of
200-900 nm. Absorption coefficients (E2/E3’ E,/E
and AlogK) of humates and lignohumate were calcu-
lated from the absorbances of SH and LH in UV-VIS
spectral range (CHEN et al. 1977; KuMADA 1987;
PEURAVUORI & PIHLAJA 1997).

FTIR spectra of SH and LH were recorded over the
range of 4000-400 cm™ on pellets. FTIR spectropho-
tometer operating with a peak resolution of 4 cm™1,
and 128 scans were performed on each acquisition
(MACCARTHY & RICE 1985).

Fluorescence spectra were recorded in aqueous
solutions (Mili-Q water) of 60 mg/l SH and LH after
overnight equilibration at room temperature, us-
ing Aminco Bowman Series 2 (AB2) luminescence
spectrophotometer (Thermo Spectronic, Rochester,
USA). Basic (one-dimensional) emission spectra were
recorded over the range of 380—600 nm at a constant
excitation wavelength of 360 nm. Excitation spectra
were recorded over the range of 300-480 nm at a
fixed emission wavelength of 520 nm. Synchronous-
scan excitation spectra were measured by simultane-
ously scanning both the excitation and the emission
wavelength (from 200 to 600 nm), while maintaining
a constant, optimized wavelength difference A\ =
Aem - Aex = 20 nm, and for LH AX = 60 (SENESI et
al. 1996; PLAZA et al. 2006; PEDRA et al. 2008). The
Total Luminescence (TL) spectra were obtained in
the form of excitation/emission matrix (EEM) by
scanning the wavelength emission over the range of
300-600 nm, also the excitation wavelength was in
5 nm steps from 300 to 600 nm (ALBERTS & TAKACS
2004; PALAZZO et al. 2008; FERNANDEZ et al. 2009).

Inner filter effect correction method. Inner fil-
ter effects need to be corrected since they deplete
the fluorescence signal affecting the desired linear
relationship between concentration of fluorophore
and fluorescence intensity (LARSSON et al. 2007;
GOLETZ et al. 2011).

The fluorescence intensity (/) values (in arbitrary
units — a.u.) of samples were corrected using the
method of LAKow1cz (2006). The correction method
of Lakowicz uses:
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(Aum A

F,.=F, xlO[—z } (1)

corr

where:
F F

om Fops — corrected and uncorrected fluorescence

intensities

A LA — absorbance values at the current excitation

ex em
and emission wavelengths

The path of the exciting light is assumed to be
equal to the path of the emitted light. Primary in-
ner filter effects are corrected as well as secondary
inner filter effects.

13C NMR spectroscopy was performed by Var-
ian INOVA 600 (Varian, Inc., Palo Alto, USA). For
experiments 100 mg of isolated HS samples were
dissolved in 2.5 ml of 0.5 mol/l NaOH in deuterated
water. After 24 h of intensive stirring 0.5 ml of HS
sample was put in 5 mm NMR cell. All 3C NMR
experiments were run at 23°C on a Varian Unity-
INOVA 600 MHz spectrometer using basic one-pulse
experiment with the following set of the acquisition
parameters: spectrometer frequency 242.803 MHz,
relaxation delay 1 s, acquisition time 1.6 s, excitation
pulse flip angle 45°, spectral width 50 000 Hz, and
a continuous broadband decoupling of the protons.
Prior Fourier transformation accumulated data were
fitted with exponential function (line broadening
10 Hz). Subdivision of the spectrum was made by the
commonly used scheme of MaLcoLM (1990). The
degree of aromaticity of HS («) was calculated by the
procedure of HATCHER ef al. (1981). Aggregability
of HS was assessed according to BEYER et al. 1993.

RESULTS AND DISCUSSION

UV-VIS spectroscopy. The values of the different
indexes calculated from the UV-VIS spectra (E,/E,,
E,/E, and Alog K) of SH and LH samples and el-
emental composition are presented in Table 1. All
these absorption indexes give information about
aromaticity of humic substances. E,/E, is the ratio of
absorbance at 250 nm to at 365 nm and often used as

an indicator for humification and molecular weight
of humic substances (PEURAVUORI & PIHLAJA 1997;
DUARTE et al. 2003; UYGUNER & BEKBOLET 2005; L1
et al. 2009). The lower values of E,/E, ratio of SH,
which were isolated from brown soil, compost, and
lignite may be indicative of the presence of struc-
tures with higher molecular weight, aromaticity, and
humification degree. Calculated value of E,/E, ratio
was higher for LH, which shows on “light brown” HA
with lower molecular mass and humification degree.
E,/E is the ratio of absorbance at 465 nm to at 665
nm (CHEN et al. 1977). The value of the E,/E ratio,
the so called index of humification, correlates also
with the average molecular weight and size and with
the oxygen content of humic materials. The low value
of humification index for SH isolated from lignite
confirmed the presence of HS with higher molecular
weight and humification degree. The higher values
of E,/E ratio of SH (isolated from brown soil and
compost) and LH may be indicative of the presence
of O-containing functional groups (hydroxyl, car-
bonyl, carboxyl, and ester groups). Optical parameter
(Alog K) recommended by Kumada, which includes
the absorbance coefficient E for 1% HS solution at
600 nm (E,'*) and at 400 nm (E,'®) and Alog K =
(logE,** - log E,'*) are adopted in this work (Ku-
MADA 1987 ; BARANCIKOVA et al. 1997). The Alog K
of samples shows that the degree of humification
decreases significantly in the order: SH_lignite >
LH > SH_compost > SH_brown soil. Sodium humate
isolated from lignite appears to be characterized by
high condensation of the aromatic structure and low
in aliphatic chain content. All absorption indexes
of SH and LH are in good agreement with results
of FTIR, '3C NMR, and fluorescence spectroscopy.

FTIR spectroscopy. The FTIR spectra of SH iso-
lated from the brown soil, compost, and lignite and
commercial LH are shown in Figure 1. The main
absorption bands and corresponding assignments are
summarized in Table 2. All spectra feature common
and distinctive absorption bands, with some differenc-
es in their relative intensity. The main characteristics

Table 1. Elemental composition (weight %) and absorption coefficients (E,/E;, E JE, and Alog K) of sodium humates (SH)

and commercial lignohumate (LH)

Samples C H N Ash E,/E, E,/E, Alog K
Brown soil 44.57 £ 0.06  5.39 £ 0.04 4.28 £0.01 4.6 0.1 2.80 £ 0.02 6.75 £ 0.39 0.94 £ 0.02
Compost 44.71 £ 0.04  4.16 £ 0.07 5.09+0.02 10.31 0.1 2.33 £0.02 6.46 £ 0.07 0.85+0
Lignite 55.22 4.75 1.25 22.6 2.32 £0.03 4.03 = 0.39 0.67 £ 0.03
Lignohumate  30.82 +0.04 3.08 £ 0.16 0.15+£0.01 39.15+0.13 3.38 £0.02 5.05+0.11 0.82 £ 0.02
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Figure 1. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
spectra of sodium humates (SH) and commercial ligno-
humate (LH): (A) SH — brown soil, (B) SH — compost,
(C) commercial lignohumate, (D) SH - lignite

of these spectra are the following: about 3400 cm ™!

(OH stretching and, secondarily, N-H stretching
of various functional groups); about 2935-2925
and 2850 cm™! (asymmetric and symmetric C—H
stretching or of CH, groups); about 1716 cm™' (C=0O
stretching of COOH and other carbonyl groups),
whose relative intensity was determined only for SH
from lignite; about 1640-1600 cm™! (aromatic C=C
skeletal vibrations, C=0 stretching of quinone and
amide groups (amide I band), C=0 of H-bonded con-

jugated ketones; about 1512—1508 cm™! (preferentially
ascribed to N-H deformation and C=N stretching of
amides (amide II band)); about 1458—1454 cm™! (C-H
bending of CH, groups); about 1419-1416 cm™! (O-H
deformation and C-O stretching of phenolic OH);
about 1388-1376 cm™! (C—H deformation of CH,
and CH, groups, and/or antisymmetric stretching of
COO" groups); about 1269-1261 cm™ (C=0 stretch-
ing of aryl esteres); about 1219 cm™! (C-O stretching
of aryl ethers and phenols), whose relative intensity
was only for SH from lignite; about 1126 cm™ (C-O
stretching of secondary alcohols and/or ethers); and,
finally, about 1045-1041 cm™* (C-O stretching of
polysaccharides or polysaccharide-like substances,
and/or Si—O of silicate impurities) (STEVENSON 1994;
SENESI et al. 2003).

The additional band at 1184 cm™! (C—O-C stretch-
ing skeletal vibration) might suggest the existence of
cellulose residues in the sample of LH (ERTANTI et al.
2011). Further, the band appearing at 660—620 cm ™ is
assigned to the sulfonic groups (S—O stretching vibra-
tion) formed from the reaction of sodium sulfite with the
secondary OH of the aliphatic side chain of lignins. In
FTIR spectrum of SH from brown soil band at 1032 cm™
was localized which suggests the presence of hardwood
lignin residues (RODRIGUEZ-LUCENA et al. 2009).

Fluorescence spectroscopy. Fluorescence spectros-
copy has been used as a technique for classifying and

Table 2. Major Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) absorption bands and assignments for sodium humates

(SH) and commercial lignohumate (LH)

Wavenumber (cm™)

Assignment

3400-3300
2935-2925, 2850
1725-1710

1640-1600

O-H stretching, N-H stretching (minor), hydrogen-bonded OH
asymmetric and symmetric C-H stretching of CH, group

C=0 stretching of COOH

aromatic C=C skeletal vibrations, C=0 stretching of amide groups (amide I band),

C=0 of quinone and/or H-bonded conjugated ketones

1512-1506
1460-1450
1420-1415
1380
1270-1260
1220
1184
1130-1110

1045-1035

N-H deformation and C=N stretching (amide II band), aromatic C=C stretching
C—H asymmetric bending of CH, groups
O-H deformation and C-O stretching of phenolic OH
C—-H bending of CH, and CH, groups, COO™ anti-symmetric stretching
C-O stretching of aryl esters
C-O stretching of aryl ethers and phenols
C-0O-C stretching (skeletal vibration) of cellulose residues
C-0 stretching of secondary alcohols and/or ethers

C-O stretching of polysaccharides or polysaccharides-like substances

and/or Si-O of silicate impurities

660-620

S—O0 stretching vibration sulfonic groups
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distinguishing between humic substances of different
origins and natures (CHEN et al. 2002). The fluorescence
emission spectra of SH and LH are shown in Figure 2.
The values of the fluorescence intensity (in arbitrary
units — a.u.) and fluorescence maxima are presented in
Table 3. The long wavelength for the fluorescence peaks
of SH indicate the presence of condensed aromatic ring
and other unsaturated bond systems, a high degree of
conjugation, and electron-withdrawing groups such
carbonyl and carboxyl groups. The short wavelength
of the main fluorescence peak of the sample LH sug-
gest the presence of simple structural components of
wide molecular heterogeneity and small molecular size,
low degree of aromatic polycondensation, low level of
conjugated fluorophores, and low humification degree
(SENESI 1990; PEDRA et al. 2008).

The fluorescence excitation spectra of SH and LH
are shown in Figure 2. The excitation spectra of SH
were characterized by two major peaks at 466—467 and
449-450 nm and two less intense peaks at 395-397
and 360-366 nm. The excitation spectrum of LH
featured one intense peak at 341 nm.

The synchronous spectra of SH and LH are shown
in Figure 2. The synchronous scan spectra of SH were

Figure 2. Emission (J), excitation (II), and synchronous
scan (/II) mono-dimensional fluorescence spectra of so-
dium humates (SH) and commercial lignohumate (LH):
(A) SH - brown soil, (B) SH — compost, (C) commercial
lignohumate, (D) SH - lignite

I. — fluorescence intensity; A — wavelength

characterized by two prominent peaks at 467-469 and
487-488 nm and two less intense peaks at 418-419
and 501-502 nm. The LH spectrum exhibited sharp
peak at a shorter wavelength around 410 nm and
one minor fluorescence maximum at 451 nm. The
spectra of SH showed higher intensity and longer
wavelength maxima that the LH spectrum, suggest-
ing that SH contains higher amounts of conjugated
aromatic m-electron systems with electron-with-
drawing functional groups, which are responsible
for the fluorescence shift to lower energy levels

Table 3. Emission fluorescence maxima and fluorescence
intensity of sodium humates (SH) and commercial ligno-
humate (LH)

Main fluorescence maximum (peak)

Samples Ao (nM) I (a.u.)
Brown soil 461 8.23
Compost 457 511
Lignite 457 6.99
Lignohumate 424 5.07

I, — fluorescence intensity (arbitrary units); A, — emission
wavelength

13
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or longer wavelengths. Synchronous fluorescence
can provide better sensitivity and improved peak
resolution compared to the conventional emission
fluorescence technique, and possibly allows dif-
ferentiation of the fluorescence spectra of samples
of different origins (SENESI et al. 1996; CHEN et al.
2002, 2003; FERNANDEZ et al. 2009).

The fluorescence EEM spectra of SH and LH are
shown as a contour map in Figure 3. The values of the
fluorescence intensity and excitation-emission wave-
length pair of the main peaks in the EEM spectra of SH
and LH are presented in Table 4. The long wavelength
and large fluorescence intensity of the major peak of
SH may be ascribed to the presence of an extended,
linearly-condensed aromatic ring network, and other
unsaturated bond systems capable of a great degree
of conjugation in large molecular size and extensively
humified “macromolecules”. On the contrary, the
prevalence of fluorescence bands and peaks with
high relative intensity at short wavelengths, such
as those measured for the peak of LH, is associated
with the presence of simple structural components
of wide molecular heterogeneity and small molecu-
lar weight, small degree of aromatic condensation,

0
0.6160
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6.160
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7.392
8.000
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small level of conjugated fluorophores, and small
humification degree (MOBED et al. 1996; CHEN et
al.2003; PEDRA ef al. 2008; FERNANDEZ et al. 2009).
The main molecular components that contribute
to fluorescence in this range of excitation/emission
wavelength may be chromone derivates (excitation/
emission wavelength pair 320-346/409-490 nm)
and flavones and isoflavones (excitation/emission
wavelength pair 313-365/415-475 nm) (SENESI et
al. 1991; PEDRA et al. 2008).

13C NMR spectroscopy. Carbon type relative abun-
dance was calculated from signal intensity in given
region and results showed that it was connected with
samples origin. The values of the carbon distribution
and aromaticity degree () are presented in Table 5.
13C NMR analysis showed that SH from compost
contained the lowest amount of aromatic carbon
(106—157 ppm) and had the lowest aromaticity de-
gree (a = 36.6%). Soil humates (locality Lesonice) had
higher aromaticity degree (a = 38.8%), more aromatic
compounds, middle oxidation ability, and high aggre-
gability (BEYER et al. 1993). Also higher content of sp®
carbon (C-0O and C-H) at 87-43 ppm and olephinic
groups at 106—143 ppm is evident. PRESTON (1991,

(B) 600
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Figure 3. Fluorescence EEM spectra of sodium humates (SH) and commercial lignohumate (LH) isolated from brown
soil (A), compost (B), commercial lignohumate (C), lignite (D)
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Table 4. Excitation/Emission Wavelength Pair (EEWP) and fluorescence intensity (I, arbitrary units) of the main peaks

in the excitation/emission matrix (EEM) spectra of sodium humates (SH) and commercial lignohumate (LH)

1% maximum (peak)

2" maximum (peak)

3" maximum (peak)

Samples

EEWP (nm) I (a.u.) EEWP (nm) I (a.u) EEWP (nm) I (a.u.)
Brown soil 360/450 7.86 390/480 6.99
Compost 360/460 4.94 410/500 4.88
Lignite 360/453 6.95 410/480 6.37 465/520 5.98
Lignohumate 340/421 6.69

Table 5. Aromaticity degree (a) and carbon distribution (**C NMR spectroscopy) of sodium humates (SH) and commer-

cial lignohumate (LH)

Samples sp® C Coir arom. a (%)
Brown soil 38.0 47.0 33.0 38.8
Compost 37.0 44.9 30.0 36.6
Lignite 36.0 48.0 39.0 46.4
Lignohumate 40.4 44.0 34.2 40.0

1996) identified at 15—-43 ppm presence of long alkyl
groups (-CH,-). LH had the lowest content of long
alkyl groups. The last was also confirmed by FTIR
spectroscopy. Aromatic carbon content at 43—106 ppm
was in LH similar to soil humates, but lower than in
lignite—SH. From this reason high aromaticity degree
(a = 40.0%) in LH was determined. Lignite—SH con-
tained the highest amount of aromatic and olephinic
carbon. Content of aliphatic carbon was lower and
aromaticity degree was high (a = 46.4%). Similar
results were published by LAWSON and STEWART
(1989), HigHAsI et al. (1998), and BARANCIKOVA et
al. (2003). They confirmed that lignite—SH contained
more aromatic C=C and C=0O groups.

CONCLUSION

Structural and functional properties of three sam-
ples of SH (isolated from brown soil, compost, and
lignite) and LH were systematically characterized by
arange of spectroscopic techniques. Results suggest
that the presence of O-containing functional groups
(carbonyl in aldehydes and ketones, carboxyl, ester,
and ether groups) are in the order of compost—SH >
brown soil-SH > lignohumate > lignite—SH. Further,
results of the fluorescence and *C NMR suggest that
samples of SH isolated from brown soil, compost,
and lignite are a more poly-condensed, oxidized,
unsaturated, humified, and aromatic structure. On
the contrary, the sample of LH was characterized by

the presence of simple structural components of wide
molecular heterogeneity and small molecular size and
weight, low degree of aromatic poly-condensation,
low level of conjugated chromophores and fluoro-
phores, and low humification degree.
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Abstract Lignite can be applied directly in natural form
on agricultural fields as a soil conditioner. However, there
is little information on leaching of risky compounds by its
interaction with water. South Moravian lignite was there-
fore extracted with water at 25 °C and 2.3 % of water-
soluble fractions were obtained from lignite corresponding
to 0.3 % of total organic carbon. All ten fractions form
aromatic and aliphatic structures with oxygen-containing
functional groups such as carboxyl groups, alcohols, ethers,
esters, can be characterized as fulvic-like and humic-like
substances. According to the XPS spectra, the fractions
contain two nitrogen forms, one of which is ascribed to
pyrroles and the second is related to protonated amines or
quaternary nitrogen. Analysis at molecular level showed
that the fractions contain compounds such as benzene
carboxylic acids and their derivatives, small aliphatic dia-
cids, fatty acids and polyols. Most of the identified mole-
cules reflect clearly the presence of microbial remains in
the lignite structure since microbial activity during coali-
fication is well known. The differences between the
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individual fractions are negligible, especially after 21 days
of extraction. From environmental point of view, it seems
that the identified compounds do not represent a toxic risk.

Keywords Lignite - Water-soluble fractions -
Fulvic acid - Humic acid - Organic matter

Introduction

Lignite is a low-rank coal which is formed from original
phytomass by peatification, followed by coalification, and
is considered as intermediate form between peat and bitu-
minous coal. Lignite is mainly used for energy production
but its disadvantages are low caloric value and high water
content. In this regard, non-energy or non-fuel applications
can represent more interesting use of this valuable raw
material [e.g., a production of small acids by chemical
treatments (Doskocil et al. 2014)].

Probably the most attractive way is the use of lignite as
sources for humic acids in agriculture (Kucerik et al. 2003)
or for the production of organic, organomineral fertilizers
(generally coal-based fertilizers) and soil conditioners
(Chassapis et al. 2009; Song and Schobert 1996; Pehlivan
and Arslan 2007). The simplest and cheapest way is the
direct application of natural lignite after milling to suitable
particle sizes by spreading or ploughing. For example, a
product from South Moravian lignite called Terra Clean
acts as an effective soil conditioner and it is exported to
some Arab countries (Hon€k et al. 2009). One drawback of
these applications can be related to the release of inorganic
and organic components into the soil, surface and under-
ground water as a consequence of the interaction of lignite
with water (Chassapis et al. 2009). The available literature
pays sufficient attention to inorganic materials (especially
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toxic elements such as lead, arsenic, copper, cadmium,
etc.) leached out from coals due to their potential envi-
ronmental pollution problem for ecosystems (Petrotou et al.
2012; Wongyai et al. 2013), whereas organic components
are of rather marginal interest.

Besides agriculture, lignite has also a potential
application as a low-cost and effective sorbent (mainly
heavy metals) for the treatment of wastewater (Doskocil
and Pekaf 2012). On the other hand, studies do not deal
with water quality after sorption treatment of wastewa-
ter, although the contact of lignite with water always
results in the release of organic matter and water yel-
lowing. It has been proven that coals themselves are not
mutagenic, but water-soluble organic matter from lignite
produced an appreciable mutagenicity when the treat-
ment was performed by chlorine sterilization (Nakajima
et al. 2008). Some works have reported (McElmurry and
Voice 2004; Maharaj et al. 2014; Orem et al. 1999;
Finkelman et al. 2002) that groundwater can leach
organic matter from Pliocene lignite and they can be
hazardous to human health (e.g., urinary tract cancer,
tubulointerstitial nephropathies). Long-term exposure to
low concentrations of organic compounds leached from
Pliocene lignite is probably one of factors in the etiology
of the disease so-called Balkan endemic nephropathy
(Mabharaj et al. 2014).

The importance of water-extractable organic matter
from lignite does not involve only the above-mentioned
areas, but there are many other cases in which coal is
exposed to water, e.g., coal washing processes, storage
piles exposed to rain and/or water spray, transport in coal-
water slurry, and disposal of coal (Nakajima et al. 2005).

Extraction studies of coal were previously performed
using hot, sub- and supercritical water, but experimental
conditions cannot reflect a situation occurring in nature
(Vieth et al. 2008; Nakajima et al. 2005; Kashimura et al.
2004; Cheng et al. 2004).

In other previous studies, organic compounds such as
phenols, polycyclic aromatic hydrocarbons, and humic
substances have been detected in coal washing wastewater
(Berrueta et al. 1991), coal slurry transport wastewater
(Reid et al. 1988) and simulated coal slurry pipelines
(Godwin and Manahan 1979). But very few works deal
with the water extraction of organic matter from coals at
environmental temperatures and when lignite is exposed to
contact with water in a batch method (Berrueta et al. 1991;
Peuravuori et al. 2006).

Peuravuori et al. (2006) leached lignite with pure water
and classified water-soluble organic compounds into six
structural categories: (1) aliphatic acids, alcohol and ester
derivates with long carbon chains; 2) aromatic carboxylic
acid and phenol derivatives; (3) aromatic condensed
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PAH-type derivatives; (4) lignin signal compounds; (5)
carbohydrate signal compounds (furans); and (6) N-con-
taining compounds (aromatic amines and nitrogen hetero-
cycles). Unfortunately, they did not detect specific
compounds at the molecular level. On the other hand,
compounds analyzed by Fabianska et al. (2013) do not
agree with the classification proposed by Peuravuori et al.
(2006). Water-washing of Polish lignite resulted in
decreased bitumen yield from the original matter due to the
removal of short-chain n-alkanes (n-C,—n-Cg), the
removal of some more polar compounds such as quinoline
derivatives, and lower concentrations of naphthalene and
alkylnaphthalenes (sometimes with naphthalene absent in
the extracts) in bitumen (Fabianska et al. 2013). Study of
Maharaj et al. (2014) showed that aqueous leaching of
Pliocene lignite from the countries of the former Yugo-
slavia yielded aliphatic compounds, phthalate esters, phe-
nols, benzenes, heterocycles, polycyclic aromatic
hydrocarbon and lignin degradation compounds that
depended on the experimental conditions.

In order to predict the potential impact of interactions
between coal and water that might occur in soil systems
during the agricultural application of lignite, or in the waste
water during sorption treatment, it is necessary to have
more information on the composition of nature lignite
water-soluble fractions. In this study, South Moravian
lignite was subjected to water sequential extraction at
25 °C, and water-soluble fractions were characterized
using a set of analytical techniques, i.e., spectrometric
methods, thermochemolysis and GC-MS analysis. The
combination of various techniques assures better charac-
terization of water-soluble fractions.

Experimental
Material

The sample of lignite used in this study was obtained from
the locality MikulCice, Czech Republic, the mine Mir
belonging to the Dubnany seam in the South Moravian
Lignite Coalfield that forms northern part of the Vienna
basin. This was a representative sample of standard product
from this mine; its detailed characteristic, including geo-
chemical and petrographic description, has been published
elsewhere (Kucerik et al. 2003; Havelcova et al. 2012;
Jelinek et al. 2011). The lignite was used after drying at
105 °C for 24 h and then let to equilibrate with ambient
laboratory atmosphere at about 25 °C which resulted in the
final equilibrium moisture content of about 7 % by weight.
Then lignite milled was sieved to the size fraction less than
0.2 mm.
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Extractions of lignite with water

Ten grams of ground lignite and 150 ml of ultrapure water
were put into a 200-ml glass flask. Nitrogen was bubbled
through a lignite suspension and the content of the flask
was closed under a nitrogen atmosphere. The extraction
was carried out by means of a rotary shaker at temperature
25 °C for 7 days.

Every 7 days, the extract was separated from lignite by
centrifugation for 10 min at 4,000 rpm and at 25 °C. After
centrifugation the supernatant was filtered through a 0.45-
pwm membrane filter (MS®MCE). The filtrate was freeze-
dried, the solid product was kept in the dark before it was
analyzed as described below (see also Fig. S1 in Online
Resource).

To the solid residue of coal, 150 ml of ultrapure water
was again added and the extraction continued. The
exchange of water was carried out nine times and all
extractions were performed in quadruplicate. Letters
marked the individual fractions in alphabetical order and
subscripts indicated the number of days of extraction (that
is the first fraction as fraction A, the second fraction as
fraction By4... and the last fraction as fraction J;p).
Extraction procedure is illustrated in detail in Fig. S2 in
Online Resource.

Total organic carbon (TOC) was determined by
accredited testing laboratory Povodi Moravy using a Shi-
madzu TOC 5000A analyzer according to Czech technical
standard SOP 300-CSN 75 7515.

UV-Vis spectrometry

UV-Vis spectra were obtained on a Hitachi U-3900H UV/
VIS spectrophotometer in the range of 200-700 nm.
Freeze-dried fractions were dissolved and measured in a
10-mm quartz cuvette against ultrapure water as blank.

FTIR spectrometry

The FTIR spectra were recorded on pellets prepared by
pressing a mixture of 1.5 mg of the individual fractions and
400 mg of dried spectrometry grade KBr using a Nicolet
iS50. Spectra were recorded in the range 4,000—400 cm ™"
with a 4 cm™! resolution and 256 scans were performed on
each sample.

XPS analysis

The samples of fractions were ground in an agate mortar
and molded into a disc with a diameter of 10 mm. XPS
spectra were measured with a Kratos AXIS Ultra DLD
spectrometer using a monochromatic Al Ko source oper-
ating at 150 W (10 mA, 15 kV). High-resolution spectra

were obtained using an analysis area of ~ 300 x 700 um
and 20 eV pass energy with the step size 0.1 eV. The
analyzer chamber pressure was less than 2 x 10”7 Pa. The
Kratos charge neutralizer system was used for all analyses.
The spectra were corrected using the adventitious hydro-
carbon peak at 284.6 eV.

Fluorescence spectrometry

For fluorescence measurements, solutions of 10 mg L' of
organic carbon were prepared from freeze-dried fractions
in phosphate buffer (NaH,PO,, Na,HPO,). All spectra
were performed on a fluorescence spectrophotometer Flu-
orolog, with a scan speed of 600 nm min~', using excita-
tion and emission slit bandwidths of 5 mm. The following
spectroscopical indexes were obtained:

Zsolnay index: Emission spectra were collected
between 350 and 650 nm, with an excitation wavelength
of 240 nm, using the method proposed by Zsolnay et al.
(1999).

Milori index: Emission spectra were recorded over a
range of 460-650 nm using an excitation wavelength of
440 nm, and the total area under these spectra was also
calculated (Milori et al. 2002).

Emission spectra were obtained over a range of
380-550 nm using an excitation wavelength of 360 nm and
excitation spectra were collected over a range of
300-500 nm applying an emission wavelength of 520 nm.

The excitation—emission matrix (EEM) spectra were
obtained by scanning the emission and excitation wave-
lengths over the range 300-600 nm, and the excitation
wavelength increment was set at 5 nm.

The primary and secondary inner filter effects were
corrected. The fluorescence intensity (IF) values (in CPS/
MicroAmplitude) of samples were corrected using method
of Lakowicz (2006).

Tetramethylammonium hydroxide thermochemolysis

The thermochemolysis procedure was based on the off-line
procedure developed by Grasset and Ambles (1998). The
individual freeze-dried fractions from lignite were mixed
together. The resulting sample (about 350 mg) was placed
in a ceramic boat and thoroughly soaked with 2 ml of a
50 % w/w solution of tetramethylammonium hydroxide
(TMAH; Acros Organics, New Jersey, USA) in methanol.
After 1 h of impregnation, the sample was transferred to a
60 x 3 cm i.d. Pyrex tube and heated at 400 °C (30 min
isothermal). Thermochemolysis products were swept using
N, (flow rate at 100 ml min~'") to a trap containing
dichloromethane in the ice-water bath. When pyrolysis was
completed, the dichloromethane was removed using a
rotary evaporator.
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Derivatization of chloroform extract from freeze-dried
fractions

The individual freeze-dried fractions were collected toge-
ther, dissolved and the aqueous sample solution was sev-
eral times extracted with chloroform. The extracts were
combined, dried over MgSQO,4 and silylated with a mixture
of BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) and
TMCS (trimethylchlorosilane) at 60 °C for 15 min.

Gas chromatography—mass spectrometry

The products of thermochemolysis and the chloroform
extract were analyzed by capillary GC using a Hewlett—
Packard 6890 GC (split injector, 250 °C; Flame Ionization
Detector (FID), 300 °C) with a fused silica capillary col-
umn (SGE BPX 5, 30 m length, 0.25 mm i.d., 0.25 pm
film thickness) and helium as a carrier gas. The GC was
temperature programmed from 60 to 300 °C at 5 °C min~"
isothermal for 20 min final time. The GC-MS analyses
were performed on a Trace GC Thermo Finnigan coupled
to a Thermo Finnigan Automass (with the same GC con-
ditions). The MS was operated in the electron impact mode
with a 70 eV ion source energy and the ion separation was
operated in a quadripolar filter. The various products were
identified on the basis of their GC retention times, their
mass spectra (comparison with standards) and literature
data. Quantification was done with n-nonadecane as an
internal standard.

Results and discussion
Yields

The water extract obtained from the South Moravian lignite
was yellow in color. After the freeze-drying process the
first fraction A; was white in color unlike the others which
were light brown. The difference in color may be explained
by a higher content of salts in the first fraction. Yields of
extracts gradually decreased as can be seen in Table 1.
Fraction J;( contained an insignificant amount of solids and
therefore further extractions were not performed. Thus,
about 2.7 % of material from lignite can be released into
water. Organic part of the water-soluble fraction repre-
sented about 0.3 % of TOC from the original lignite.
Peuravuori et al. (2006) reported that the total amount of
water-soluble organic compounds from lignite accounted
for about 0.38 %. Lower values of TOC in fractions Ay and
B, indicate a higher salt content and there was no big
change of TOC from fraction C,; to fraction J;,. Inorganic
and organic species whose presence was registered by
FTIR analysis, were responsible for the conductivity of
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water-extractable fractions. Table 1 clearly shows that the
conductivity greatly decreased from fraction A5 to fraction
By4, subsequently slightly decreased, reaching about
15 pS/cm from fraction Gyuo. Extracts were weakly acid
and the fraction A, was the most acidic. The results indi-
cate that initially fractions rich in salts were released fol-
lowed by a predominance of fractions containing organic
compounds which were gradually released from the com-
plex coal structure.

UV-Vis spectroscopy

UV-Vis absorbance spectra of water extract from lignite
were featureless and characterized by the absence of rec-
ognizable maxima and/or minima with a decreasing
absorbance with increasing acquisition wavelength (not
shown). This spectral behavior is typical for fulvic acid and
humic acid (Baes and Bloom 1990; Li et al. 2009).

Fractions absorbed light significantly at wavelengths
between 200 and 400 nm. It indicates the vast majority of
the chromophores including aromatic groups with various
degrees and types of substitution such as monosubstituted
and polysubstituted phenols and different aromatics acids
(Korshin et al. 1997). The lower Egt/p, ratio (the ratio of
absorbance at 253 nm to at 203 nm) indicates aromatic
rings substituted predominantly with aliphatic functional
groups or a scarce substitution in the aromatic rings,
whereas higher Egt/p, ratio is associated with the presence
of aromatic rings substituted with carbonyl, carboxyl and
(especially) ester carboxylic groups (Korshin et al. 1997;
Fuentes et al. 2006). Table 2 shows an increase in Egt/p,
ratios ranging from 0.55 in fraction A5 to 0.61 in fractions
from Eszs to J;p. These results show that the aromatic
structures in fractions (especially up to fraction E;5) have a
higher degree of substitution with oxygen-containing
functional groups with ascending order of fractions,
although the differences of values are minimal from the
fraction C,;. The degree of substitution in aromatic rings
does not alter from the fraction Ezs because consecutive
values of Egp/p, ratios were identical.

The quotient E;5¢/3¢5 (the ratio of absorbance at 250 nm
to at 365 nm) is used as an indicator of aromaticity and
molecular size (Peuravuori and Pihlaja 1997). In general, if
the ratio Ejso/3¢5 increases the aromaticity and molecular
size decrease. The results listed in Table 2 indicate that
basically the aromaticity and molecular size increase
slightly for individual fractions in ascending order,
although the increase can be considered as negligible
starting from the fraction C,;.

SUVA,s, (specific UV absorbance) is defined as the UV
absorbance of a water-soluble sample at 254 nm normal-
ized for TOC concentration (Weishaar et al. 2003). It is a
useful parameter for estimating the dissolved aromatic
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Table 1 Chemical

CZI DZS E35 F42 G49 H56 163 J7()

-~ Extract Fractions
characteristics of water-
extractable fractions from Ay By
lignite
Yields (mg) 193.7 21.1
pH 5.16 5.67
Conductivity  1143.0 1374
(uS/cm)
TOC (g/kg) 41 170

204 7.2 10.1 8.1 33 2.7 2.9 1.1
5.79 5.63 5.63 5.96 5.54 5.79 544 539
59.1 27.8 31.3 26.8 14.5 14.6 150 149

346 363 347 380 316 345 323 -

Table 2 Spectroscopic data of water-extractable fractions from

lignite

Fraction UV-Vis parameter Fluorescence parameter
Eer/Es, Easolo SUVAys, Milori (10%)  Zsolnay
Ay 0.55 4.62 0.32 0.61 0.19
By 0.56 5.78 0.43 1.31 0.19
Cyi 0.59 4.49 0.45 241 0.22
Dog 0.59 4.14 0.43 3.16 0.25
Ess 0.61 3.99 0.54 4.13 0.35
Fa 0.61 4.07 0.35 3.26 0.28
Gyo 0.61 3.47 0.45 3.49 0.38
Hse 0.61 3.57 0.37 4.13 0.34
Iss 0.61 3.49 0.39 3.51 0.35
J70 0.61 3.68 0.40 - -

carbon content in aquatic systems (Weishaar et al. 2003).
The lowest value of SUVA,s, was observed in the fraction
A;. Other fractions displayed more or less higher values of
SUVA,s54 with minimal variation.

Porous structure of South Moravian lignite (Pekar 2009)
is known to consist mainly of macropores (95 %). It
therefore seems that initially molecules freely entrapped in
pores or weakly attached to the outer surface were released.
Subsequently, molecules adsorbed on the pore or outer
surface could be released due to swelling and opening of
the lignite structure. It should be noted that the size of
molecules and aromatic substituents with oxygen-contain-
ing functional groups did not change significantly among
fractions (from the fraction C,; to the fraction J;).

Absorbance above 550 nm in the UV-Vis spectra was
minimal or equal to zero. Hence, we can suppose that
fractions did not comprise extended conjugation in ali-
phatic or polyaromatic structures as well as to the absence
of metal complexes and/or inter-, or intramolecular donor—
acceptor complexes (Fuentes et al. 2006).

FTIR
The FTIR spectra of the fractions show mainly the exis-

tence of oxygen-containing functional groups, though the
appearance of gypsum and kaolinite made the

interpretation of the FTIR spectra difficult. The differences
between FTIR spectra of the individual fractions were
insignificant. Gypsum was revealed by the bands at 3,543,
671 and 603 cm™ " (Painter et al. 1978) and it was the most
pronounced in the fraction A;. Kaolinite was related to
bands at 3,696, 3,620, 534 and 470 cm™! (Iordanidis et al.
2012). The interference of gypsum gradually declined in
accordance with results of conductivity and TOC (see
Table 1).

Interpretation of the absorption bands was done as
described in the literature (Milata and Segia 2007). The
presence of aliphatic chains was revealed by the bands at
2,925 and 2,852 cm ™! which were attributed to asymmetric
and symmetric C-H stretching in methylene groups. The
deformation vibrations of methylene and methyl groups
occurred in the spectrum at 1,451 and 1,369 cm~!. The
band at around 3,400 cm™' was attributed to OH groups.
The appearance of C=C aromatic stretching at 1,510 cm™'
(and probably at 1,611 cm™") pointed out aromatic mole-
cules. The bands at 1,265 and 1,220 cm ™! were related to
C-O and O-H vibrations from phenols, carboxyl groups
and aryl ethers. Carboxylic groups were responsible to the
band at 1,710 cm™!. The band at 1,120 cm ™' was ascribed
to the C-O stretching of secondary alcohols, ethers and
inorganic matter; and the band at 1,033 cm~! was attrib-
uted to C-O stretching of primary alcohols and Si—-O
bonds. These results are consistent with that from UV-Vis
spectra.

XPS analysis

The XPS analysis was used to obtain qualitative informa-
tion about the chemical states of carbon, nitrogen and
sulphur in the lignite fractions.

Figure 1 shows example of XPS carbon C 1 s spectra of
the fraction Fy4,. For all fractions, the results indicate that
three different structural groups occurred at 284.6, 286.3,
and 288.4 eV. The 284.6 eV peak represents contributions
from both aromatic and aliphatic carbon (C-C, C=C, C-H).
The 286.3 eV peak represents carbon bound to oxygen by a
single bond (e.g., C—O, C-OH, etc.), but it can also include
carbon bound to nitrogen or sulphur (C-N, C-S). The
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288.4 eV peak corresponds mainly to carbon bound to
oxygen by three bonds such as carboxyl and ester func-
tional group (O=C-0).

For the nitrogen N 1 s signal, two peaks were applied to
curve fitting as shown in Fig. 2. The 400.0 eV peak can be
assigned to pyrroles, pyridones, amides, secondary and
tertiary amines and imides. Although these species cannot
be unequivocally distinguished with each other due to very
close binding energies (Kelemen et al. 1999, 2006; Zhu
et al. 1997), based on several published statements
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404 402 400 398 396 394 392 390
Binding energy (eV)

(Cagniant et al. 1998; Gorbaty et al. 1990; Kelemen et al.
1994) the peak at 400.0 eV was considered predominantly
as pyrrolic. The 402.3 eV peak can be related to protonated
amines, quaternary N and oxidized nitrogen (N-O) (Tem-
plier et al. 2012; Straka et al. 2000). Quaternary nitrogen
arises from the interaction (protonation) of pyridinic
nitrogen and adjacent phenolic groups (Kelemen et al.
1994). We are inclined rather to the opinion that the
402.1 eV peak is involved in protonated amines, or qua-
ternary nitrogen. Amino containing functional groups were
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Fig. 3 Example XPS sulphur 2000 4
(S 2p) spectrum for the fraction
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also observed in the work of Finkelman et al. (2002) in the
aqueous leachate from lignite. The same results were
observed in all fractions.

Typical sulphur XPS spectrum is shown in Fig. 3 and
contains peak at 169.1 eV (S 2p;/,) belonging to sulfate
group and can be attributed to gypsum which was also
detected by means of FTIR. In the case of fraction A5,
sulphur was determined in two chemical states (Fig. 4).
The second peak obtained at 171.2 eV cannot be unam-
biguously ascribed to given binding energy.

172 171 170 169 168 167 166 165
Binding energy (eV)

Fluorescence spectroscopy

Emission spectra (Fig. 5) are characterized by a broad band
with the maximum centered at a wavelength (equal to
459 nm) that was identical for all fractions. The shoulder at
410-415 nm in the spectra is due to the Raman band of
water. The values of the maximum are in the range typical
for fulvic acids (Senesi et al. 1991; Plaza et al. 2003).
Excitation spectra of all fractions (Fig. 5) are less
clearly resolved than emission spectra, and are
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Fig. 5 Fluorescence emission 6.E+06 1
(dashed line) and excitation
(solid line) spectrum of the
fraction E;s 5 E+06 1
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spectrum of the fraction C;;
500
450
N
S
~~ 400
=
S
-
=
S 350
=
83
300
250
300 350

characterized with unclear maximum values. Excitation
spectra are closely paralleling the absorbance spectra, see
above.

The fluorescence EEM spectrum of water-extractable
fractions is presented in Fig. 6. The spectra of all fractions
were characterized by the persistence of two fluorescent
centers situated at distinctive positions which are marked
as peak A and peak C. Both fluorescence peaks (A and C),
centered at the excitation/emission wavelength pair of
about 250/440 nm and about 300/425 nm, respectively,
were detected in all the fractions. According to previous
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studies (Chen et al. 2003; Rodriguez et al. 2014), peak A
and C are located in fluorescent regions attributed to
humic-like substances with the former assigned to fulvic
and fulvic-like structures, while the latter is attributed to
humic-like materials. Fluorescence intensity (IF) in the
individual fractions shows higher values for fulvic-like
structures than in the case of humic-like structures. Higher
intensity associated with fulvic-like materials may be
indicative of simpler structures with less condensed aro-
matic rings or conjugation in aliphatic chains (Senesi et al.
1991; Fuentes et al. 2006). The position of peak C in the
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region of excitation wavelengths suggests that carboxylic
groups predominate over phenolic groups (Rodriguez et al.
2014).

To determine the degree of aromaticity in the individual
fractions by means of fluorescence spectroscopy, Milori
and Zsolnay indexes were utilized. The smallest degree of
aromaticity was determined for the fraction A;, B4
(eventually in the fraction C,;), see Table 2. In other
fractions, differences in the values of indices were rela-
tively small.

We consider that aromaticity of individual fractions
compared with one another, both for the Milori index and
the Zsolnay index, were not significantly varied. With
respect to the results of SUVA,s4 and Ejso/365, We can
conclude that the aromaticity increased slightly for frac-
tions in ascending order, although the increase can be
considered to be negligible from the fraction C,;. This may
be explained by concluding that the first fractions (up to the
fraction C,;) formed smaller molecules with aliphatic
structures, and low aromaticity moieties, which were dis-
solved in preference.

Fulvic acids can form the soluble chelates/complex with
nutrients which can then move by diffusion and mass flow
to plant roots (Tan 2003). On the other hand, fulvic acids
(generally water-soluble organic fractions) in free form
and/or in form of complexes with nutrients might be
washed up into bottom layers of soil or might pollute the
groundwater. Thus, loss of nutrients from topsoils and
groundwater contaminations cannot be utterly excluded if
lignite is applied as the fertilizer or the soil conditioners.

Tetramethylammonium hydroxide thermochemolysis

The products of thermochemolysis were characterized by
the predominance of aromatic compounds (77 % of the
total identified molecules), i.e., benzene carboxylic acids
and their derivatives (appearing as methyl esters), espe-
cially methoxybenzoic acids, and further to a lesser extent,
methoxybenzenes. A smaller contribution (23 % of the
total identified molecules) corresponded to aliphatic com-
pounds, consisting of short-chain diacids, fatty acids and
polyols. The identified compounds are listed in Table 3.
The most abundant compounds were the methyl esters
of 3,4-dimethoxy-, 3.4,5-trimethoxy- and 4-methoxyben-
zoic acids. They may be considered as the end products
from oxidation of side chains during microbial degradation
of lignin, and as pristine components of the humic structure
(Lehtonen et al. 2000). However, it must be stated that the
origin of many benzene carboxylic acid methyl esters can
also be partly explained on the basis of secondary reactions
induced by TMAH as it has been reported (Tanczos et al.
1999). The methoxybenzenes, which were detected in
lower amounts, have an uncertain origin. Molecules of

Table 3 List of assigned compounds and their abundance in the
mixture of fractions after thermochemolysis

Abundance
(nmol/g sample)

Identified compounds

Succinic acid, dimethyl ester 7.8
Methyl succinic acid, dimethyl ester 3.7
Glutaric acid, dimethyl ester 4.8
1,2-Dimethoxybenzene 22
Adipic acid, dimethyl ester 2.0
1,2,6-Trimethoxyhexane 8.7
1,2,3-Trimethoxybenzene 2.3
3-Methoxybenzoic acid, methyl ester 7.7
1,2,4-Trimethoxybenzene 3.0
4-Methoxybenzoic acid, methyl ester 16.0
Trimethyl propan-1,2,3-tricarboxylate 8.3
3-Methoxy-4-methylbenzoic acid, methyl ester 2.6
4-Methoxybenzeneacetic acid, methyl ester 2.1
Dulcitol, hexamethyl ether 8.5

3-Hydroxymandelic acid, dimethyl ether, methyl 54
ester

3,5-Dimethoxybenzoic acid, methyl ester 2.5
Veratric acid, methyl ester 82.9
3,4-Dimethoxybenzeneacetic acid, methyl ester 5.0
3,4,5-trimethoxybenzoic acid, methyl ester 16.1
Tetradecanoic acid, methyl ester 1.4
3,4-Dihydroxymandelic acid, dimethyl ether, 13.9

methyl ester

Hexadecanoic acid, methyl ester 2.6

1,2-dimethoxybenzene and 1,2,3-trimethoxybenzene are
not obligatory specific only to lignin but they can also be
derived from other biopolymers such as carbohydrates
(including 1,2,4-trimethoxybenzene) and tannins (Frazier
et al. 2003).

The aliphatic diacids released after thermochemolysis
consisted of succinic acid, glutaric acid, methylsuccinic
acid and adipic acid. Tricarboxylic acid (propan-1,2,3-tri-
carboxylic acid) was also detected. The occurrence of such
acids was previously reported by other authors utilizing
various methods as alkaline hydrolysis, oxidation processes
or thermochemolysis of humic substances (Doskocil et al.
2014; Hinninen and Niemeld 1992; Estournel-Pelardy
et al. 2013). They are considered as cross-linkages between
aromatic structures of humic substances (Doskocil et al.
2014). It is known that methyl succinic acid can arise from
cleavage of an aromatic ring (Joll et al. 2003). The regular
aliphatic diacids, particularly succinic, glutaric and adipic
acids, could be more probably considered as products of
biological degradations. These acids are very common
among natural compounds as they are direct (succinic acid)
or secondary products of the intermediate metabolism
(citric acid cycle or glyoxylate cycle) of animal, vegetable
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and microbial cells (Templier et al. 2005). Glutaric and
adipic acids are produced during methanogenic fermenta-
tion of aromatic substrates that form phenol or benzoate as
an intermediate (Nanny and Ratasuk 2002).

Fatty acids, as methyl ester, were observed in minor
portion among thermochemolysis products and they consist
of n-Cy4 and n-Cy4. These short-chain n-fatty acids (< Cy)
are ubiquitous in living kingdom (Zelles 1999) and they
were probably released by scission of ester moieties in
humic substances. Two polyols, dulcitol and 1,2,6-tri-
hydroxyhexane (appearing as methyl ether), were found
among products and carbohydrates reduced during the
diagenesis can be considered as the precursors of these
polyols (VIckova et al. 2009).

Analysis of chloroform extract from freeze-dried
fractions

Table 4 shows the results of GC-MS analysis of the
chloroform extract from freeze-dried fractions. The data
revealed the presence of aromatic compounds (72 % of the
total identified molecules), including benzoic acids and
3-vanilpropanol, and aliphatic compounds (28 % of the
total identified molecules), including fatty acids and
glycerol.

The benzoic acids may represent free products resulting
from microbial degradation of lignin which were adsorbed
on lignite and/or trapped in the lignite structure. The same
acids (excluding benzoic acid) were detected in thermo-
chemolysis products as methyl esters. In this regard, ben-
zoic acids can occur in free form and bound via ester/ether
linkages to bigger molecules. The aromatic compounds can

Table 4 List of assigned compounds and their abundance in the
chloroform extract from the GC-MS analysis

Compounds Abundance
(nmol)
Benzoic acid 10.1
Glycerol 2.4
Nonanoic acid 8.4
Decanoic acid 4.9
4-Hydroxybenzoic acid 16.4
Dodecanoic acid 4.5

3-Hydroxy-4-methoxybenzoic acid (isovanillic acid) 37.1
3-Vanilpropanol 44
Tetradecanoic acid 5.2
4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid (syringic acid) 3.8

Palmitelaidic acid 34
Palmitic acid 7.8
Stearic acid 7.6

@ Springer

be divided into the three types of lignin monomers units:
guaiacyl (isovanillic acid, 3-vanilpropanol), p-hydroxy-
phenyl (4-hydroxybenzoic acid) and syringyl lignin (sy-
ringic acid). The quantitative and qualitative predominance
of guaiacyl units indicates the presence of gymnosperm
lignin. Benzoic acid may be derived from various sources
because it is a common intermediate in the anaerobic
degradation of aromatic compounds (Nanny and Ratasuk
2002). 3-vanilpropanol represents microbially degraded
guaiacyl lignin with the preserved side chain greater than a
2-carbon unit. The major aliphatic products comprised of
fatty acids, ranging from n-Cg to n-Cyg, of which n-Co, n-
Ci¢ and n-C;3 were the most prominent. From the fatty
acids, n-Cy4 and n-C;¢4 were observed during thermo-
chemolysis as mentioned above. Thus, besides the fatty
acids bound via ester to the low-molecular-weight humic
substances, free fatty acids were also detected in the frac-
tions, which were released from lignite during the extrac-
tion with water, even though fatty acids are hydrophobic
molecules and are not readily soluble in water. These
results are in accordance with the observations of Fa-
bianska and Kurkiewicz (2013), who recorded that water-
washing of lignite results in the removal of several groups
of compounds (such as aliphatic hydrocarbons, naphtha-
lene, alkylnaphthalenes, slightly polarity compounds and
others) or a change in their distribution. Only one unsatu-
rated fatty acid, palmitoleic acid, was found. Glycerol was
detected in extract as well which may be related to pro-
ducts of biological degradations.

It seems that the identified compounds do not represent
an environmental or a health risk with respect to acute
toxicity (Peuravuori et al. 2006) when lignite would be
applied as the soil conditioner. However, long time expo-
sure and/or accumulation could potentially lead to risks
like kidney damage, the development of urothelial carci-
nomas (Maharaj et al. 2014; Orem et al. 1999).

Unlike the results of the XPS analysis, no nitrogen-
containing compounds were observed in the thermochem-
olysate and the chloroform extract. This fact may be
explained by the absence of free nitrogen-containing
compounds in fractions from lignite, or conversely by the
presence nitrogen-containing compounds in the form of
large molecules that do not undergo a scission of bonds
under conditions used during the thermochemolysis.

The compounds identified from the thermochemolysis
and the chloroform extract qualitatively indicate that they
can be related to the constituents of humic substances (Reid
et al. 1988; Lehtonen et al. 2000, 2004; Estournel-Pelardy
et al. 2013) in accordance with the results of the fluores-
cence EEM spectra. Several of these identified molecules
may act as metal-binding ligands. For example, succinic
acid type structures bound within the molecules may par-
ticipate in multidentate coordination with metals. In this
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regard, water-soluble organic fractions can serve as com-
plexing agents of nutrients for plants or the fractions can
cause the depletion of nutrients.

Conclusions

South Moravian lignite contains about 2.7 % water-
extractable fractions and in those fractions about 0.3 % of
original TOC is released. First, inorganic salts such as
gypsum, kaolinite (especially the fraction A;) and smaller
molecules containing probably aliphatic moieties and
structures with low aromaticity, are particularly dissolved
(the fractions A7, B4). Then, slightly larger molecules are
predominantly released (from the fractions C,; to the
fraction J,o) whose aromaticity, molecular size and degree
of substitution of aromatic rings with oxygen-containing
functional groups are identical in principle. Thus after
14 days of extractions the fractions may be collectively
characterized the parameters such as TOC (316-380 g/kg),
pH (5.39-5.96), Egt/g, (0.59-0.61), Ess0/220 (3.47-4.49),
SUVA,s, (0.37-0.54), Milori index (2.41-4.13-10%) and
Zsolnay index (0.22-0.38). Moreover, it should be noted
that overall variances among the fractions are minimal. All
fractions are characterized by the presence of fulvic acids
and low-molecular weight humic-like acids. Likewise, all
fractions include nitrogen-containing compounds. Analysis
at molecular level showed that the fractions contain com-
pounds such as benzene carboxylic acids and their deriv-
atives, short-chain aliphatic diacids, fatty acids and polyols.
Most of the identified molecules reflect clearly the presence
of microbial remains in the lignite structure since microbial
activity during coalification is well known. In the water-
extractable fractions, the fatty acids are found to be both
free and bound via ester to the low-molecular weight humic
substances.

Water-extractable fractions form compounds which may
act as complexing agents and sources of nutrients for
plants. On the other hand, the fractions might also take
away nutrients from topsoils into bottom layers of soil or
might pollute the groundwater. It seems that the identified
compounds do not represent an acute toxic risk from an
environmental viewpoint. However, nitrogen-containing
compounds can raise concerns and further study is needed
to focus on this. Applications of lignite as a soil conditioner
will also call for a study on the penetration of compounds
leached from lignite into plants and food.
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Abstract: Lipids were extracted from seven different lignite samples and
subsequently characterized using spectrometric methods. Excitation-
emission matrix (EEM) or total luminescence spectrometry was here used
for the first time to study lipids extracted from lignites more
extensively. Spectrometric characterization showed that lipids differ
from each other depending on the origin of the lignite in which they
occur. EEM spectra can be used as fingerprints not only for
distinguishing between lipids but also lignites. Lipids contain
fluorophores, which participate in the total fluorescence of lignites;
some of these also participate in the fluorescence of humic substances.
The typical maxima (260-275/370-440 nm) of EEM lipid spectra lie within
the A' region, which can be ascribed to aromatic ring systems and
steroids. Lipids from South Moravian lignite also contain maxima in the H
(255/305 nm) and V (430/475 nm) regions, in contrast to other samples.
The first could be related to single aromatic systems and substituents
such as carboxyl and carbonyl and the latter is probably the result of
intramolecular charge-transfer states.



FTIR and elemental analysis demonstrate the strong aliphatic character of lipids.

Lipids are of rather low molecular weight and exhibit low oxygen content.

Lipids participate in the fluorescence of lignites and humic substances.

EEM lipid spectra have the character of fingerprints.

The typical maxima of lipid fluorophores lie in the range 260-275/370-440 nm.
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Abstract

Lipids were extracted from seven different lignite samples and subsequently characterized
using spectrometric methods. Excitation-emission matrix (EEM) or total luminescence
spectrometry was here used for the first time to study lipids extracted from lignites more
extensively. Spectrometric characterization showed that lipids differ from each other
depending on the origin of the lignite in which they occur. EEM spectra can be used as
fingerprints not only for distinguishing between lipids but also lignites. Lipids contain
fluorophores, which participate in the total fluorescence of lignites; some of these also
participate in the fluorescence of humic substances. The typical maxima (260-275/370-440
nm) of EEM lipid spectra lie within the A’ region, which can be ascribed to aromatic ring
systems and steroids. Lipids from South Moravian lignite also contain maxima in the H
(255/305 nm) and V (430/475 nm) regions, in contrast to other samples. The first could be
related to single aromatic systems and substituents such as carboxyl and carbonyl and the

latter is probably the result of intramolecular charge-transfer states.
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1. Introduction

Lignites are low-rank coals which are formed from original phytomass by peatification
followed by coalification and are considered as intermediate forms between peat and
bituminous coal. According to one model, coal may be considered a three-dimensional cross-
linked macromolecular structure in which relatively lower molecular weight compounds are
trapped. These small molecules have been defined as the mobile component in coals and are
extractable using organic solvents (lino, 2000). Another model assumes that coal consists
only of coal molecules forming huge associates through non-covalent interactions. An
extraction yield of more than 50 % can be achieved by using a suitable solvent mixture
including an additive for some bituminous coals. It seems that the structure of lignite is better
described by the first-mentioned model (often called a two-phase model) (lino, 2000). With
respect to non-energy applications, lignites have been studied mainly as raw materials for the
sorption of toxic elements (Doskocil and Pekai, 2012), for the production of small compounds
(Doskocil et al., 2014), and for agricultural purposes (Doskocil et al., 2015, Chassapis et al.,
2009).

A considerable part of lignite is formed by humic substances (traditionally divided into humic
acid, fulvic acid, and humin), of which humic acids predominate (Dosko¢il and Pekai 2012).
Humic substances are naturally occurring biomolecules ubiquitous not only in sediments
(peat, coal, leonardite) but also in water and soil and are the subject of intense research.

In contrast to humic substances, lipids represent only a minor component of coals. They can
be defined as organic substances that are effectively insoluble in water but extractable with
non-polar solvents such as chloroform, hexane, benzene, and toluene. Clearly, this broad
definition encompasses a wide variety of compound classes (such as fatty acids and their

derivatives, waxes, terpenes, steroids etc.). It should be noted that geochemists sometimes use
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the term bitumen as a synonym for lipid (Lesueur, 2009). Lipids or bitumens are commonly
extracted from coals by a variety of different methods including Soxhlet extraction
(Papanicolau et al., 2000), accelerated solvent extraction (Zivotié¢ et al., 2008), and extraction
in an ultrasonic bath (Fabianska, 2004), using a solvent or solvent mixtures such as
dichlormethane, chloroform, isohexane/acetone, and dichlormethane/ethanol. Most coals
commonly have lipid contents ranging from 2 to 10 wt.% of the coal (Fabianska and
Kurkiewicz, 2013; Havelcova et al., 2012; Stefanova et al., 2011; Papanicolaou et al., 2000).
The extracts comprise a complex mixture of nonpolar compounds with potential contributions
from compounds produced by living organisms as well as the degradation products of those
compounds. The characterization of these extracts on the molecular level by means of gas
chromatography coupled to mass spectrometry largely reveals the presence of n-alkanes, fatty
acids, sesquiterpenoids, diterpenoids, non-haponoid triterpenoids, hopanoids, and steroids
(Stojanovi¢ and Zivoti¢ 2013; Havelcova et al., 2012; Stefanova et al., 2011, 2002; Zivotié et
al., 2008; Fabianska, 2004).

Ultraviolet-visible (UV-Vis) and Fourier transform infrared (FTIR) spectrometry are the most
frequently used tools in spectrometric characterization and can be very useful in the study of
organic matter (Fuentes, 2006). A similarly reliable technique is fluorescence spectrometry,
which provides important information on the structural nature of organic substances (e.g.
functional groups, polycondensation, aromaticity) based on variances in the positions, shifts
and intensities of fluorescence peaks. In addition, it is a simple, rapid, sensitive and non-
destructive method requiring only a small volume of sample at a low concentration. In the
literature, several fluorescence techniques have been applied to the study of coal extracts —
from conventional emission spectrometry (emission scan fluorescence) to more recent and
comprehensive methods such as synchronous fluorescence spectrometry and total

luminescence spectrometry (or excitation-emission matrix, EEM) (Kashimura et al., 2004;
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Mille et al., 1988; von der Dick and Kalkreuth, 1986). Of these fluorescence techniques,
synchronous fluorescence spectrometry is probably the most widely used in the study of
extracts of raw coals and modified coals (preheating, oxidation, demineralization etc.), coal
liquefaction, and tar (Kashimura et al., 2004; Kister and Pieri 1996; Mille et al. 1988; von der
Dick and Kalkreuth, 1986). This technique has been successfully applied in the determination
of polyaromatic hydrocarbon families or certain polyaromatic hydrocarbons (Matuszewska
and Czaja, 2000; Kister and Pieri, 1996).

In their study of extracts, Mille et al. (1988) reported that it is possible to show clearly the
differences among coals of different ranks using fluorescence spectrometry. However, it is not
clear whether fluorescence spectrometry can also be used to fingerprint extracts (such as
lipids) from various lignites, as experimental data are missing. The utilization of total
luminescence spectrometry for the analysis of coal extracts is of a marginal interest (von der
Dick et al., 1986), in spite of the fact that EEM provides a global and complete view of
fluorescence spectra from substances in the form of three-dimensional contour plots of
fluorescence intensity as a function of excitation and emission wavelengths (Rodriguez et al.,
2013).

The goal of this work was to extract and characterize lipids from different lignites and to
reveal differences among them by means of rapid and relatively simple spectrometric
methods. In the present work, excitation-emission matrix (EEM) spectrometry was used for
the first time to study lipids extracted from lignites more extensively and shown to be a
valuable source of new knowledge relating not only to lipids but also to lignites and their

major components (i.e. humic acids).
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2. Materials and Methods

Seven lignite samples from different coal basins were selected for the extraction of lipids. The
selected basins were Chucurovo and Maritza East (Bulgaria), Krepoljin and Kostolac (Serbia),
Konin (Poland), and the South Moravian Coalfield (the northern part of the Vienna basin in
the Czech Republic). Two lignites from the Kazimierz (code sample K1) and Lubstéw (code
sample L2) mines belonging to the Konin basin were also subject to extraction; the codes
correspond to the designation used in Fabianska and Kurkiewicz, 2013. Detailed
characteristics of all the abovementioned lignites, including their geochemical and
petrographic descriptions, have been published elsewhere (Doskocil et al., 2015; Stojanovié
and Zivoti¢ 2013; Fabianiska and Kurkiewicz, 2013; Havelcova et al., 2012; Stefanova et al.,
1995, 2002, 2005).

The lignite samples were finely milled (to a grain size of under 0.2 mm) and Soxhlet extracted
for 36 h using trichloromethane as a solvent. The samples (ca. 40 g) were then placed in a
cellulose thimble. The lipids isolated from the lignites were collected and concentrated by a
rotary evaporator. The resulting dark brown extracts were dried in a desiccator with Na,;SO,.
The data in Table 1 represent mean values from two replicates.

The elemental composition was determined by a CHNS-O EA 3000 Elemental Analyzer. The
% oxygen content was calculated as the difference [100 — (C + H + N)%], and the data
obtained were corrected for moisture and ash content.

UV-Vis spectra were obtained on a Hitachi U-3900H UV/Vis spectrophotometer by recording
the absorption spectra between 200 nm and 900 nm. Samples were measured in a 10 mm
guartz cuvette and were blanked against chloroform.

FTIR spectra from lipids were obtained in Attenuated Total Reflection (ATR) mode using a

Nicolet iS50 spectrometer. Samples were dissolved in chloroform at a concentration of ca.
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120 mg-L™". All spectra were recorded over the range 4000-400 cm™' at 4 cm™' resolutions
and were the averages of 128 scans. The spectrum for air on a clean dry ATR diamond crystal
was used as the background for infrared measurement. Thermo Scientific Omnic spectroscopy
software was used to obtain the spectra and Advanced ATR algorithm corrections were
applied to band intensity distortion, peak shifts, and non-polarization effects.

For fluorescence measurements, lipids were dissolved in chloroform at a concentration of 75
mg-L~". All spectra were performed on a Fluorolog fluorescence spectrophotometer with a
scan speed of 600 nm'min~', using excitation and emission slit bandwidths of 5 mm. The
excitation-emission matrix (EEM) spectra were obtained by scanning the emission and
excitation wavelengths over the range 250-600 nm, with the emission and excitation
increment set at 5 nm. The sample cell with lipid solution was kept at a temperature of 20 °C
during each measurement. Primary and secondary inner filter effects were corrected. The
fluorescence intensity values of samples (in counts per second, CPS) were corrected using the

method devised by Lakowicz (2006).

3. Results and discussion

3.1. Yields and elemental analysis

The lipid extraction yields obtained from Soxhlet extraction with chloroform are shown in
Table 1. The content of free lipids in lignites ranged from 1% to 9% in dependence on the
origin of the lignite. The highest extraction yields (9.0% and 7.8%) were achieved for lipids
isolated from Chucurovo and Maritza East lignites from Bulgaria. In contrast, the lowest

yields (1.0% and 2.1%) were observed for lipids extracted from Kostolac lignite and South
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Moravian lignite. The observed lipid content was consistent with the literature for coals
(Stojanovi¢ and Zivoti¢, 2013; Havelcova et al., 2012; Stefanova et al., 2011, Papanicolaou et
al., 2000). Fabianska and Kurkiewicz (2013) reported that there is no clear relationship
between lignite lithotype/maceral composition and extraction yield, nor between a particular
brown coal mine and lignite extraction yield. It should be noted that the procedure we used
only extracts free lipids.

The elemental composition in atomic percentages and the H/C and O/C atomic ratios of lipids
isolated from lignites are reported in Table 1. The lipids studied in this work were mainly
composed of hydrogen (about 59 at.%), carbon (about 36 at.%), and a smaller amount of
oxygen (about 6 at.%). Nitrogen is either absent or represents a minority component of lipids.
Thus, it appears that nitrogen compounds are poorly extractable with chloroform or form an
integral part of lignite structure. The calculated H/C ratios indicate the prevailing aliphatic
character of lipids. Lipid isolated from K1 lignite exhibited the strongest aliphatic character,
while the greatest degree of aromaticity was observed for lipid extracted from Chucurovo
lignite. Values of O/C ratios represent the amounts of oxygen functional groups in lipids.
Table 1 shows that the amount of oxygen functional groups in lipids is low. The highest O/C

ratio was found for lipid isolated from Maritza East lignite.

3.2. UV-Vis spectrometry

The UV-Vis absorbance spectra of chloroform extracts from lignites are shown in Fig. 1. The
spectra (except those for lipids extracted from K1 and L2 lignites) are featureless and
characterized by the absence of maxima and/or minima; absorbance decreases with increasing
acquisition wavelength. These spectra contain only generally recognizable shoulders. In the

spectrum of lipid from South Moravian lignite, a pronounced shoulder is visible in the range
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from 325 nm to 365 nm, which is centred at around 330 nm and 350 nm. The shoulder at
around 330 nm is also present in the spectra of lipids from K1, L2 and Maritza East lignites.
Lipids from K1 and L2 lignites have two obvious absorption maxima, the first located at 265
nm and the second at 275 nm. These maxima can be related to two or more different
chromophores occurring in these lipids. First-order derivatives of the absorption spectra
revealed that other lipids also absorb at 275 nm. However, in their case, the absorption
appears as a shoulder due to the effects of other chromophores. Thus, the identical absorption
values for shoulders and peaks indicate that lipids contain structural units of the same
chemical origin. Absorbance above 500 nm in UV-Vis spectra is minimal or equal to zero.
Hence, we can suppose that extracts do not comprise extended conjugations in aliphatic or

polyaromatic structures (Fuentes et al., 2006).

3.3. FTIR spectrometry

The ATR-FTIR spectra of lipid samples are shown in Fig. 2. Although the examined samples
were extracted from lignites with variable deposits and from different basins, strong
similarities among the ATR-FTIR spectra of lipids were observed. Interpretation of the
absorption bands was performed as described in the literature (Milata and Segla, 2007).
Spectra of lipids are mainly characterized by bands of aliphatic groups. Very pronounced
bands at 2918 cm™' and 2849 cm' were ascribed to asymmetric and symmetric C-H
stretching in methylene groups. Bands of asymmetric (2955 cm™') and symmetric (2868 cm ')
stretching in methyl groups were only observed for lipids extracted from Chucurovo and
Kostolac lignites; in other cases, they occur as shoulders. The presence of long carbon chains
with four atoms, or more than four atoms (e.g fatty acids), was revealed by the band at 720

cm ', which is absent in the case of lipid from Chucurovo lignite. Thus, the results suggest
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that methyl groups predominate over methylene groups in the lipid from Chucurovo lignite,
which tends to form a greater number of shorter carbon chains. Such an interpretation is
supported by the lcpachs ratio (the intensity at 2918 cm™ to the intensity at 2955 cm™),
which was used to estimate the length and degree of branching of aliphatic chains (Guo and
Bustin, 1998). The intensity ratio (Table 1) showed that longer and less branched aliphatic
chains were found in lipid from K1 lignite compared with lipids from other samples.
Deformation vibrations of methylene and methyl groups were also present in all spectra at
1463 cm ' and 1377 cm ™.

The bands at 1610 cm™' and 1510 cm ™' are assigned to stretching C=C groups in the aromatic
ring and the most intense bands are observed for lipid from Chucurovo lignite. Three out-of-
plane C-H deformation bands are found in the 900700 cm™" region. These bands are assigned
to aromatic structures with isolated aromatic hydrogens (891 cm™"), two adjacent hydrogens
per ring (833 cm™"), and four adjacent hydrogens (756 cm™'). The first two bands are missing
in the spectra of lipids from K1 and L2 lignites. Of all the spectra, the band at 756 cm™' had
the highest intensity for lipids isolated from Chucurovo and South Moravian lignites,
reflecting the occurrence of di-substituted aromatic rings. The degree of aromaticity was
determined using the I/l ratio (the intensity at 1510 cm ' to the intensity at 2918 cm™).
With respect to all samples, the aromaticity was the highest for lipid extracted from
Chucurovo lignite and the lowest for lipid extracted from K1 lignite. These results are in good
agreement with the elemental analysis (H/C ratios); see Table 1.

Lipids have a lower oxygen content, which is reflected by the lower intensities of the bands of
OH groups (occurring at around 3363 cm™') in the spectra. The presence of esters was
confirmed by the band at 1736 cm™' in all spectra (except the spectrum for lipid from
Chucurovo lignite). Carboxylic groups are responsible for the band at 1710 cm™. The

shoulder at around 1653 cm™' can be ascribed to conjugated carbonyl groups. Several bands
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are situated in the range 1300-1000 cm™'

, Which can be attributed to other oxygen functional
groups. In this zone, the two most intense bands at 1172 cm™" and 1220 cm ™" are related to the
C-O stretching of phenols and ethers, and the C-O stretching and O-H bending of carboxylic
acids, phenoxy structures, and ethers. The band at 1267 cm ' is attributed to C-O stretching in

1

aryl ethers. The appearance of bands at 1116 cm ' and 1038 cm™' indicates the presence of

alcohols (secondary and primary) and aliphatic ethers.

3.4. Fluorescence spectrometry

The fluorescence spectra or EEM contour maps of the lipids (see Fig. 3) were not corrected
for Rayleigh scattering peaks, appearing in the form of diagonal bands; first order and second
order Rayleigh scattering peaks occur at the same wavelength as the excitation light and twice
this wavelength, respectively.

The first notable fact derived from the EEM spectra is that lipids contain fluorophores which
ultimately participate in the fluorescence of lignites. Individual EEM spectra are characterized
by peaks of maximum intensity which differ in their number and position. These maxima
correspond to specific fluorophores or fluorophore families. The values of the fluorescence
intensities and excitation-emission wavelength pairs of the main peaks in the EEM spectra are
presented in Table 2. For lipids from lignites, the maxima are mainly located at excitation
wavelengths in the ultraviolet region (around 260 nm). In the visible region (at an excitation
wavelength 430 nm) only one maximum was observed for all EEM spectra (i.e. the spectrum
for lipid extracted from South Moravian lignite). In the literature, several fluorescence peaks
have been reported, such as peak A at 240-260/400-460 nm (excitation/emission wavelength
pair), peak C at 320-360/420-460 nm, peak M at 290-310/370-410 nm, peak B at 270-

280/300-315 nm, and peak T at 270-280/345-360 nm (Birdwell and Engel, 2010).
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From the described domains, Fig. 3 shows that the fluorescence of lipids lies predominantly in
the region of peak A, which is characteristic of humic substances (Enev et al., 2014;
Rodriguez et al., 2013). Because lipids have, in most cases, lower emission wavelengths
compared to humic substances (440 nm and less), we chose the designation A’ for all maxima
located in the ultraviolet region (except for the maximum at 255/305 nm). A certain degree of
similarity between the positions of the peak A and peak A' regions in the EEM spectra evokes
the idea that some lipids can contribute their fluorophores to the total fluorescence of humic
substances in the ultraviolet region of peak A. Unfortunately, no attention has so far been paid
to lipids extracted from humic acids in the context of spectrometric characterization, although
lipids have recently been the subject of relatively intensive study (Chilom et al., 2009; Kohl
and Rice, 1999). The maximum at 255/305 nm for lipid from South Moravian lignite
represents essentially an isolated fluorophore (or fluorophores) in the ultraviolet region;
therefore, we denote the maximum of this fluorescent domain as peak H.

Likewise, the appearance of the maximum for lipid from the South Moravian lignite in the
visible region has no analogy among the other EEM lipid spectra. Coble (1996) introduced the
terminology peak C for EEM spectra of humic substances if their maximum is situated in the
visible region at excitation wavelengths in the range of 300-400 nm. However, there are
maxima having excitation wavelengths higher than 400 nm (including those for lipids as well
as humic acids isolated from lignites) (Tamamura et al., 2015; Enev et al., 2014,). It is evident
that the origin of these peaks is different to the origin of peaks in the case of peak C (Enev et
al., 2014). Therefore, we propose the designation V for this region (Aex > 400 nm, Aem > 470
nm), based on excitation in the violet region of the visible spectrum. The comparison of EEM
spectra of lipid from South Moravian lignite with EEM spectra of humic acids isolated from
the same lignite (made in a previous study, see Enev et al., 2014) suggests that lipids may

also participate in the fluorescence of humic acids in the region with excitation wavelengths
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higher than 400 nm. On the other hand, the presence of maxima with an emission wavelength
greater than 470 nm is in accord with previous studies that suggest that such maxima originate
from intramolecular charge-transfer states, rather than from independent fluorophores in lipids
and humic substances (Boyle et al., 2009; Vecchio and Blough, 2004). This suggestion is also
supported by the results of our experiments involving UV-Vis spectrometry.

A more detailed view of the EEM spectra and their fluorescence maxima reveals that they
differ from each other in contour plots and the values of their excitation/emission wavelength
pairs. Hence, EEM spectra have the character of a fingerprint and can also be used to rapidly
distinguish between lipids of different lignite origin, as well as between lignite samples
themselves. So far, published literature has only reported that it is possible to distinguish coal
extracts of different rank (Mille et al., 1988). Subtle variations in EEM spectra are observed
mainly in the case of lipids from the Chucurovo, Maritza East, and Krepoljin lignites. These
lipids are characterized by significant spectral overlapping and peak broadening due to their
multicomponent nature. By contrast, this is not observed in the case of lipids extracted from
K1 and L2 lignites, in accordance with the results of the UV-Vis spectrometry experiments.
Thus, we suppose that lipids from K1 and L2 lignites are formed by a very small number of
individual fluorophores.

For lipids, typical maxima lie within the A' region and are thus restricted to wavelengths in
the range 260-275/370-440 nm, indicating the similarity between lipids with respect to their
components and structures.

Some maxima for different lipids occur at the same excitation/emission positions (primarily
260/440 nm), implying that fluorophores in these lipids are either the same or from the same
fluorophore family.

With respect to the variable effects of wavelength and fluorescence intensity, various

structural units in the lipids can be found. At nearly the same excitation wavelength, the peaks
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in region A' shift toward a longer emission wavelength while the fluorescence intensity
decreases. The shorter emission wavelengths (in this work, 350-400 nm) and higher
fluorescence intensities measured in the EEM spectra can be associated with low aromatic
content, low molecular weight components, and electron-donating groups such as hydroxyls
and alkoxyls. By contrast, the longer emission wavelengths (in this work, 400-450 nm) and
lower intensities measured for the fluorescence peaks of lipids can indicate the presence of
condensed aromatic rings and electron-withdrawing groups such as carboxyl and carbonyl
groups. It is well-know that polycyclic aromatic hydrocarbons fluoresce at wavelengths
ranging from 310 to >400 nm when subject to excitation at 245-280 nm (Bugden et al.,
2008). According to previous studies, aromatic ring systems may be interpreted such that
lower emission wavelengths between 350 and 400 nm (centered at approximately 380 nm)
could be associated with three-ring aromatic structures, whereas higher emission wavelengths
between 400 and 450 nm (centered at approximately 440 nm) could be associated with four-
ring aromatic structures (Wang et al., 2012; Bugden et al., 2008; Kashimura et al., 2004;
Koster and Pieri, 1996). The GC-MS analysis of some lipids has revealed that they can be
comprised of compounds with different numbers of aromatic rings (one to five), such as
aromatic sesquiterpenoids (e.g. cuparane, cadalene), aromatic diterpenoids (e.g. simonellite,
retene), and other aromatic hydrocarbons (naphthalene, phenanthrene, dibenzofurans, pyrene,
fluoranthene, chrysene, perylene) (Stojanovié¢ and Zivotié, 2013; Fabianska and Kurkiewicz,
2013; Havelcova et al., 2012; Stefanova et al., 2011; Zivoti¢ et al., 2008).

Peak H (255/305 nm), occurring only in lipid from South Moravian lignite, exhibited the
lowest emission wavelength of all EEM spectra and a lower fluorescence intensity than the
peaks in region A' of this lipid. Therefore, the maximum position could be related to single

aromatic systems and substituents such as carboxyl and carbonyl.
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Peak V had the lowest fluorescence intensity of all maxima observed in the EEM spectrum of
lipid from South Moravian lignite and the highest emission wavelength compared with other
lipids. As mentioned earlier, the origin of peak V is given by intramolecular charge-transfer
states, rather than by independent fluorophores. Some authors (e.g. Peuravuori et al., 2002)
have suggested that fluorescence at long wavelengths with low intensity could be related to
the presence of linearly condensed aromatic rings.

Earlier works attribute maxima only to aromatic ring systems; however, on the basis of
published literature, various model organic compounds may also be proposed as possible
fluorophores responsible for the fluorescence of lipids. Equilenin, 5a-pregnan-3-ol-2-one,
mescaline, cannabinol, and Sa-androstan-3-one with maxima centred at 250/370 nm, 268/406
nm, 273/315, 356 nm, 280/318, and 288/413 nm, respectively, could represent classes of
fluorophores linked to region A' (Ma and Green, 2008; Ichinose et al., 1991; Wolfbeis, 1985).
They comprise a structure comprising both substituted aromatic compounds and steroids. The
above list is intended to demonstrate the diversity of mixtures which could contribute to lipid
fluorescence. Certainly, other fluorophores may have EEM spectra in these spectral regions.
In addition, lipid fluorescence is complex because the sum of fluorescences of individual
components in a mixture is not necessarily equivalent to the fluorescence of the whole.
Specifically, overlapping excitation/emission peaks of various components can result in
energy transfer, charge migration, structural reorganization, or some combination of these,
which can quench the fluorescence of the donor and produce fluorescence in the acceptor (Ma

and Green, 2008).

4. Conclusions
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In this study, different yields of lipids ranging from 1% to 9% were extracted from lignites of
different origin. Lipids have a predominantly aliphatic character, which was most and least
evident for lipids isolated from K1 and Chucurovo lignites, respectively. The oxygen content
of lipids was low and included oxygen functional groups such as carboxyls, hydroxyls
(including phenols), esters, ethers, and conjugated carbonyls. Lipid from Chucurovo lignite
tends to form a greater number of shorter carbon chains compared with other samples. Lipids
contain fluorophores, which participate in the total fluorescence of lignites. The EEM spectra
show that fluorophores occur predominantly in region A" (the ultraviolet region of the
excitation wavelength) and typical maxima are in the range 260-275/370-440 nm. The
exception among the studied lipids was that isolated from South Moravian lignite, which also
contained maxima in the H (255/305 nm) and V (430/475 nm) regions, unlike other samples.
Some maxima were at the same, or very similar excitation/emission positions, which implies
that the fluorophores were of the same form, or from very similar fluorophore families. The
EEM spectra of lipids can be used as fingerprints to distinguish between lipids extracted from
different lignites and between lignites themselves. Lipids from the K1 and L2 lignites are
probably formed by a very small number of individual fluorophores, while other lipids are
mainly characterized by the mutual effects of other fluorophores. It seem that region A’ is
chiefly rich in aromatic ring systems with three to four rings. In contrast, region H is mainly
formed by simple molecules, while region V can be related either to linearly condensed
aromatic rings or more probably to intramolecular charge-transfer states. With respect to
model compounds, region A' can be ascribed not only to aromatic systems but also to steroids.
The results suggest that lipids participate in the fluorescence of humic substances in region A
and probably also to some degree in region V.

Spectrometric characterization is a useful and relatively quick way of obtaining new

knowledge, especially the application of the EEM method.
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Table captions

Table 1. Lipid yields, results of elemental analysis, and calculated ratios.

Table 2. Positions of excitation-emission wavelength pairs for fluorescence peaks and values

of fluorescence intensities for lipids isolated from different lignites.
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Figure captions

Fig. 1. UV-Vis spectra of lipids extracted from various lignite samples. The spectra are only

displayed in the 250-600 nm range.

Fig. 2. FTIR spectra of lipids extracted from various lignite samples.

Fig. 3. EEM spectra of lipids extracted from various lignite samples.
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. 5 —— . - -
Origin of lipid  Lipid yield (wt.%) Elemental analysis (at.%) Atomic ratios FTIR intensity ratios

H c o™ N H/C O/C lchocns ladlal

SML® 2.1 58.4 37.0 4.6 0.00 158 0.12 2.11 0.12
Chucurovo 9.0 540 39.3 6.8 0.00 1.37 017 1.47 0.55
Maritza East 7.8 56.7 351 81 0.04 1.62 0.23 2.52 0.10
Kostolac 1.0 62.1 337 41 0.03 1.84 0.12 3.06 0.09
Krepoljin 3.4 547 376 7.8 0.00 1.46 021 1.60 0.20
K1 2.3 629 331 4.0 001 1.90 0.12 5.19 0.05
L2 3.8 61.1 352 3.7 0.01 1.74 011 3.83 0.06

*FTIR ratio calculated as ratio of intensity at 2918 cm ™" to intensity at 2955 cm .
PFTIR ratio calculated as ratio of intensity at 1510 cm ™! to intensity at 2918 cm ™.
°SML, the abbreviation for South Moravian lignite.



Fluorescence peak region

Origin of H A
lipid Ex/Em Ir Ex/Em Ir EX/Em  Ig (CPS)°
(nm) (CPS)° (nm) (CPS)® (nm)
SML® 255/305 0.692 260/380 0.850 430/475 0.175
260/440 0.741
Chucurovo 260/420° 0.652
260/440 0.659
Maritza East 260/440 0.573
Kostolac 260/370 0.479
260/440 0.311
Krepoljin 260/410 0.724
K1 265/370 1.408
265/385 1.152
265/410 0.761
L2 265/370 1.116
265/385 1.004
265/410 0.634
275/410 0.630

%The maximum is overlaid with the neighboring maximum 260/440 nm.

Pl x 10® CPS (counts per second) of fluorescence peaks.
‘SML, the abbreviation for South Moravian lignite.
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Abstract. The aim of this work was to study molecular andrgiiative aspects of metal ion
binding to humic substances (HS). The object ofstudy was characterization of two standards of
humic substances (Elliott Soil standard HA 1S102td &lliott Soil standard FA 2S102F). All
samples of IHSS standards HS were characterizegldmental analysis (EA), ultraviolet-visible
spectroscopy (UV/Vis), Fourier transform infraregestroscopy (FTIR) and steady-state
fluorescence spectroscopy. Chemical parameterseodmplexation of Cu (1), Pb(ll) and Hg(ll),
including the conditional stability constants ahé percentage of fluorophores participating in the
complexation, were estimated by the modified St€otmer equation. The stability constants (log
Ka) of Me(Il)-ESHS complexes range from 3.70 to 5ri%he order: Hg-ESHA>Cu-ESHA>Pb-
ESHA>Cu-ESFA>Pb—-ESFA. With respect to the ESHA, £S®which showed the smallest
contents of O-containing functional groups (e.gdroxyl, carbonyl, ester, especially carboxyl
groups on the aromatic ring) and the lowest humiitn degree, the ESFA was characterized by
much smaller stability constants. Our findings sgjghat soil HS belongs to class of important
organic ligands for complexation with heavy metaild and may significantly affect the chemical
forms, mobility, bioavailability and ecotoxicity tleavy metals in the soil environment.

I ntroduction

Humic substances (HS) are the organic compoundsrénaain after dead plant tissue, dead
organisms and the excrements of organisms. Salnocgnatter (SOM), and especially its humified
fractions (humic substances) of which humic acid&q) is a major component, exerts an important
role in several environmental and geochemical mee® Humic material, including the humic
substances, are of current environmental importangeart, because they have long been known to
serve as complexing agents for metal ions leachetheé soil ecosystem [1]. Bioavailability,
mobility and transport of many toxic metal ionsdails and environmental waters are strongly
influenced by binding reactions with HS, especidilymic acids. The mechanism and extent of
interaction depend on several factors including tiredium conditions (such as pH and ionic
strength), and the nature and origin of HS.

Various methods and techniques i.e., FTIR speamsc XPS (X-ray Photoelectron
Spectroscopy) and DLS (Dynamic Light Scatteringyehaeen used for studying HS binding to
metal ions, among which steady-state fluorescepeetscopy has proven to be one of the most
promising and productive [2]. Monitoring the chasgd fluorescence spectra of HS upon titration
with Cu(ll), Pb(ll) and Hg(ll) can provide usefuliglitative and quantitative information about the
solution equilibrium of these ions. In particuldre stability constants of HS for Cu(ll), Pb(Il)dan
Hg(ll) ions and thef, parameters of Cu(ll), Pb(ll) and Hg(ll) complexesth HS are of
considerable value in predicting the behaviour padormances of Cu(ll) Pb(Il) and Hg(ll) in
soils. These parameters can be determined usintutirescence titration technique combined with



the mathematical approach introduced by modifiearSYolmer equation. This method is based on
the existence of a linear relationship betweerfrdetion of the total ligand bound and fluorescence
intensity, and on the assumption of a simple loickiometry for the metal ion—ligand binding [3].

The objectives of this work were to determine arstuss the Cu(ll), Pb(ll) and Hg(ll) stability
constants and, parameters of Cu(ll), Pb(ll) and Hg(ll) complexe$ HS. Further, humic
substances and HS-metal complexes were characterszeg elemental analysis (EA), ultraviolet-
visible spectroscopy (UV/Vis), Fourier transfornmfrared spectroscopy (FTIR) and steady-state
fluorescence spectroscopy.

Materials and methods

Materials. The soil HS (humic acid — 1S102H and fulvic ack5202F) used in the present study
was a standard sample obtained from the Elliott gothe Joliet Army Ammunition Plant near
Joliet, lllinois and purchased from the InternaibHumic Substances Society (IHSS).

Humic acids analyses. Humic substances were burned at a heating rat® 6€&min™* from room
temperature to 900 °C under air atmosphere. Thghtvédss occurring at 105 °C was measured as
the moisture content. The final residue after teatimg to 900 °C was measured as the ash content.
The elemental composition was determined by a ClINElemental Analyser 3000 Series. The
oxygen content was calculated as the differend@d L(C + H + N + S) %], and the data obtained
were corrected for moisture and ash content.

UV/Vis spectra of aqueous solutions were measuyed Hitachi U-3900 spectrophotometer in
the wavelength range of 200-900 nm. The absormo@fficients of HS were calculated from the
absorbance [4, 5].

The Fourier transform infrared (FTIR) spectra of M@re recorded over the range 4000-—
400 cm® on pellets obtained by pressing under reducedspresa mixture of 1 mg of HS and
400 mg of dried KBr, spectrometry grade. A Nico#$0 spectrophotometer operating with a peak
resolution of 4 crit, and Omnic 9.0 software were used to obtain spectr
Fluorescence quenching titrations. A stock solution was prepared for each HS by dissgl 30
mg of standard HS in 100 ml of 1 M KOH. The mixtwvas stirred for 30 min under,Nas, and
then 100 ml of 1 M HN@were added. Subsequently, the solution was braogatvolume of 950
ml with deionized distilled water, the pH was adgasto a value of approximately 6 by addition of
0.1 M KOH, and the volume was finally brought t@00ml with deionized distilled water. Aliquots
of 50 ml of the stock solution of HS were mixed w80 ml of solutions of Cu(N£),, Pb(NQ).
and Hg(NQ), in 0.1 M KNG; (ionic strength of 0.1 M) at 17 concentrationsyuag from 0 to 350
uM. Therefore, 17 solutions with increasing Cu(PR(Il) and Hg(ll) concentration from 0 to 175
1M and fixed HS concentration of 15 g were obtained for each HS.

Fluorescence spectra were obtained in 1 cm quéartwekcence cells at room temperature
(20°C), using a FluoroLog luminescence spectropheter. For these measurements, slit widths
were set at 5 nm for emission and excitation mormuhator. Fluorescence emission spectra were
obtained at wavelengths ranging from 380 to 600t an excitation wavelength of 360 nm.

Fluorescence quenching titrations were performechtiracterize binding properties of the HS
samples with Cu(ll), Pb(Il) and Hg(ll). For a 1:tbishiometric model of Me(ll) complexation by
HS, the modified Stern—Volmer equation was useeualuate the complexing parameters, i.e.
conditional stability constants and binding capesi{6]:

F, K 1 1

oF (Fo-F) TR e T, @

where K, is the Stern—Volmer quenching constant of the ssibke fraction,f, represents the
fraction of the initial fluorescence, which is assible to quencher, andVig(ll)] is the
concentration of Me(ll). The parametésgndK, can be obtained from Eq. (1).



Results and discussion

Elemental composition, ash and atomic ratios. The elemental composition, ash content and
atomic ratios of soil HS are listed in Table 1. Hikott Soil HA (ESHA) has higher C, N contents.
In general, Elliott Soil FA (ESFA) has higher ash, S and O contents and O/C, H/C and C/H
atomic ratios.

Table 1 Ash content, elemental composition / wi. §#d atomic ratios of HS

Sample  C[%] H[%] N[%] S[%] O][%] Ash[%] OIC B CIN

ESHA 58.41 3.52 4.46 0.30 33.31 2.30 0.57 0.06 a3.1

ESFA 49.56 4.42 3.63 0.70 41.69 1.78 0.84 0.09 513.6

UV-visible spectroscopy. UV/Vis absorbance spectra of HS were featurelegs anaracteristic
with the absence of identifiable maxima and/or miaiwith decreasing absorbance at increasing
acquisition wavelength (not shown). The same treagt be observed in various humic substances.
The samples of soil HS absorbed light at the wangghes ranging between 200 and 800 nm. HS
generally show strong absorbance in the UV/Vis eamqmarticularly in the UV region, because of
the presence of chromophores containing aromatcipy with various degrees and types of
substitution such as mono- and/or polysubstituteehpls and different aromatic acids. The values
of different indexes calculated from the UV/Vis spra are presented in Table 2. Tha/Eg; ratio

(the ratio of absorbance at 253 nm to that at 20Bie low for compounds in which the aromatic
rings are substituted largely with aliphatic funail groups, whereas highegHeg, ratios will be
associated with the presence of O-containing foneli groups e.g. hydroxyl, carbonyl, ester,
especially carboxyl groups on the aromatic ringe Tact that ESFA exhibited lowerFEg; ratio
than ESHA indicates that the aromatic structureE8+A probably have been substituted by a
greater degree with aliphatic functional groupsedéhresults show that the aromatic structures in
ESHA have higher degree of substitution with O-aomhg functional groups.

The E/Eg ratio of ESHA is lower than that of ESFA. Highedwe of B/Es ratio of ESFA maybe
indicates the presence of structures with lowereqdhlr weight and degree of humification.
According to [4] the EEs ratio of HS is mainly governed by average molecwaight, particle
size and oxygen content and is correlated posytwéh total acidity.

Table 2 Absorption indexes £EEg; and B/Eg) of HS

Sample E1/Eg; E4/Eg
ESHA 0.83 3.49
ESFA 0.67 12.83

FTIR spectroscopy. The FTIR spectra of ESHS samples are not shownFanR spectra of
Me(I)-ESHS samples are shown in Fig. 1. Intergi@taof the absorption bands was done as
described in the literature [7]. All spectra of H®&d Me(ll)-HS complex are characterized
particularly by bands of aliphatic groups. Band2$40-2926 cit are ascribed to asymmetric C-H
stretching in methylene groups. Bands of symméa860 cm?) stretching in methylene groups are
only observed for ESHA and Me(Il)-ESHA complex.

Bands at 3087 cr are assigned to stretching C—H groups in arommiatic Bands at 1620 crh
are assigned to stretching C=C groups in aromatgwhereas the most intense peak is observed
for ESHA. Two out-of-plane C-H deformation bands found in the 900-700 cinregion. Band at
1716 cm*, corresponding to carboxylic groups, is only obedrfor ESHA and ESFA of which
ESFA has the most intensity peak observed for ESHAs peak is, however, absent from the
spectra of Me(I)-ESHA and Me(Il)-ESFA becauseligdrogen atoms of the COOH groups have
been substituted by divalent cations producing C@Qf@ups that exhibit a characteristic peak at
around 1580 ct. Bands of asymmetric (1580 ¢th and symmetric (1380 crf) stretching in
Me(Il)-benzoate groups are observed for Me(l)-ES&tAl Me(I)-ESFA complexes. The band at



1405 cm* is attributed to O—H bending in phenols. In thegeiof 1300-1000 cth several bands
is situated which can be attributed to other oxyfygtional groups. In the zone, the most intensity
band at 1230 cil is related to C—O stretching of phenols and ethEne appearance of bands at
1131 cm?, 1075 cm® and 1045 cit points out to alcohols (primary and secondaryiphaitic
ethers and C-O groups in polysaccharides.

Cu”"-ESHA
Cu”*-ESFA

o , / ----Pb"-ESHA
’

- ---Pb"-ESFA
Hg'-ESHA
Hg'-ESFA

Absorbance

I * t * * I * * * * . *
1600 1200 800 400

Wavenumber (cmﬁl)

Fig. 1 FTIR spectra of Me(lIl)-ESHS complex

Complexation of Cu(ll), Pb(I1) and Hg(ll) by HS. The titration data of HS with Cu(ll), Pb(ll)
and Hg(ll) were fitted to the modified Stern—Volmeguation, linear correlations were obtained.
Fig. 2 and Fig. 3 show a typical plotsAif/Fq vs. 1/Me(11)], suggesting that fluorophores in these
HS samples participate in the complexing reacti@tl wa the range of Cu(ll), Pb(Il) and Hg(ll)
concentration added. The corresponding fitting pa&tars for each HS, i.e., the Cu(ll), Pb(ll) and
Hg(ll) the stability constant (lo,) of Me(I)-ESHS complexes and the binding fractairinitial
fluorophores ) are listed in Table 3. The highest values fowntdtlie correlation coefficients R
indicate that the Stern—Volmer model fits very welthe experimental data sets for HS examined,
as it was previously demonstrated in other worksswmnilar systems. The values of I¢g, of
Me(I)-ESHS complexes vary in a wide range (fromi03to 5.15) in the order: Hg—ESHA>Cu—
ESHA>Pb—-ESHA>Cu-ESFA>Pb—-ESFA. The stability cortstaflog K,) of Me(ll)-ESHA
complexes are in any case much larger than thosée@i)—ESFA complexes. The high stability
constants found for Me(ll)-ESHA may be relatedhe high content of acidic functional groups
and other O-containing ligands groups, and the ethdomatic character and high humification
degree typical of native soil HAs. Two adjacentraatic carboxyl groups (i.e., a phthalic acid-like
binding site) and an aromatic carboxyl group andaeht phenolic OH group (i.e., a salicylic acid-
like binding site), in the HA structure are knownmform highly stable bidentate complexes with
metal ions [8]. The stability constant of Hg—ESH# in any case much larger than stability
constants of Cu—ESHA and Pb-ESHA. The relativelalbstability constants of Me(ll)-ESFA
may be ascribed to its ascertained typical alighatiaracter and small degree of aromatic
polycondensation and humification [9].



Table 3 Stability constants (Id€}) of Me(I)-ESHS complexes and the binding fractain
initial fluorophores f)

Sample loKa fa [%6] R°
Cu-ESHA 4.85 90 0.99
Pb—ESHA 4.50 69 0.99
Hg—ESHA 5.15 89 0.98
Cu—ESFA 4.45 69 1.00
Pb—ESFA 3.70 59 0.99
Hg—ESFA — — —
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Fig. 2 Modified Stern—Volmer plots for the Cu(Il)SBA, Pb(lI)-ESHA and Hg(ll)-ESHA
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Fig. 3 Modified Stern—Volmer plots for the Cu(Il)SEA and Pb(lI)-ESFA



Conclusion

The binding of heavy metal ions to HS generallyucss their bioavailability, mobilization, and
transport in soil. Results from steady-state flsoemce measurements indicate strong binding
between Cu(ll), Pb(ll), Hg(ll) and ESHS. The fluscence quenching titration method provides
guantitative information on the complexation. Thabdity constants (log<s) of Me(I)-ESHS
complexes range from 3.70 to 5.15 in the order:E®HA>Cu—-ESHA>Pb—ESHA>Cu—-ESFA>Pb-
ESFA. Substantial differences were found betweeHA8nd ESFA in binding Cu(ll), Pb(ll) and
Hg(ll) ions. In particular, the stability constamMe(I)-ESHA complexes of HA are in any case
much larger than the corresponding values for FAh\WWespect to ESHA, ESFA is characterized by
small stability constants.

These results suggest that some combination oficeéand physicochemical parameters and/or
steric hindrance effects may play an important nolthe interaction of HS with Cu(ll), Pb(ll) and
Hg(ll) ions, which is worth of further investigatio
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