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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu frakcionace
organické hmoty huminovych latek (HL) pomoci tenkovrstevné chromatografie TLC.
Standardy HL Pahokee Peat byly charakterizovany termochemickymi a spektrometrickymi
technikami jako je termogravimetrie, elementarni analyza, UV/Vis a infracervena
spektrometrie s Fourierovou transformaci. K fyzikalné-chemické charakterizaci organickych
frakci bylo vyuzito molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialove a viditelné oblasti
elektromagnetického zatfeni a steady-state fluorescenéni spektrometrie. Pomoci fluorescencni
spektrometrie bylo zjisténo, ze HL jsou slozeny z fluoroforti huminového a ne-huminového
(proteinového) charakteru. Organické frakce odpovidajici huminovym fluoroforim byly
charakterizovany vys§i aromaticitou, stfedni molekulovou hmotnosti a Vv neposledni tfadé
I vy$§im obsahem kyslikatych substituentli na aromatickém jadte. Naproti tomu organické
frakce odpovidajici proteinovym konstituénim jednotkam se vyznacovaly velmi nizkymi
hodnotami indexu humifikace, které vypovidaji 0 mikrobialnim pivodu téchto organickych
latek béhem geneze HL Pahokee Peat.

ABSTRACT

The main aim of this Bachelor thesis was to suggest and optimize a method of fractionation of
organic matter of humic substances using thin-layer chromatography (TLC). HS Pahokee Peat
standards have been characterized by thermochemical and spectrometric techniques such as
thermogravimetry, elemental analysis, UV-Vis and Fourier-transform infrared spectrometry.
Molecular absorption spectrometry in the ultraviolet and visible range of electromagnetic
radiation and steady-state fluorescence spectrometry were used for physicochemical
characterization of organic fractions. Using fluorescence spectrometry, humic substances
were found to be composed of fluorophores of humic and non-humic (protein) character.
Organic fractions corresponding to the humic fluorphores were characterized by a higher
aromaticity, average molecular weight and higher content of oxygen substituents on the
aromatic nucleus. In contrast, the organic fractions corresponding to the protein constitutional
units were distinguished by low values of the humification index. These tell us about
microbial origin of these organic substances during the genesis of HS Pahokee Peat.

KLICOVA SLOVA

Huminové kyseliny, fulvinové kyseliny, frakcionace, tenkovrstva chromatografie (TLC),
fluorofory
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UvoD

Huminové latky (HL) jsou slouceniny pfirodniho ptvodu, které jsou syntetizovany
slozitymi chemickymi a biochemickymi reakcemi v procesu, ktery obecné nazyvame
humifikace. Do tohoto procesu vstupuji rozlicné latky, které jsou stavebnimi kameny
rostlinnych a Zivo€isnych tél. V tomto pfipadé madme vyhradn€ na mysli celulozu, lignin,
polysacharidy, bilkoviny a jiné latky, které tvoii vySe zminéné organismy. Mnohé védecké
prace zacinaji informaci, Zze tyto (bio)koloidni latky jsou nejrozsifenéjSimi organickymi
latkami na Zemi a rovnéz hraji nezastupitelnou roli v kolobéhu a stabilizaci uhliku
na zemském povrchu.

Do nedavné doby bylo pohlizeno na tyto (bio)koloidni slou¢eniny jako na biopolymery,
avSak dnes tyto latky vnimame jako supramolekuly. Tedy jinymi slovy jako pfirodni
organické latky, které jsou tvofeny Sirokou fadou molekul s relativné nizkou molekulovou
hmotnosti, jez jsou v supramolekularni struktufe vazany pomoci slabych vazebnych interakci
jako jsou van der Waalsovy sily, n-n, —CH3 interakce a také vodikové mustky. Huminové
latky se v pfirodnich ekosystémech mohou vyskytovat v rtiznych forméch, at’ uz jsou vazany
na jilovité Castice v pudé, se kterymi tvofi tzv. organomineralni komplex, anebo jsou voln¢
dostupné v sladkovodnich a moiskych zdrojich. Nejbohat$imi zdroji téchto latek jsou
kaustobiolity, kam zpravidla fadime raseliny a uhli (leonardit, lignit a oxyhumolit).

Mimo jiné stoji za zminku, ze fyzikalné-chemické vlastnosti téchto (bio)koloidnich latek
jsou siln¢ zavislé na misté vzniku tzn. druhu pfirodni matrice, podminkach humifikace a dob¢
odbéru vzorku. Z tohoto divodu neni struktura HL, resp. organické hmoty doposud dobie
znama, a tudiz je pfedmétem stalého védeckého zajmu a badani.

Raselina vznikd v procesu, ktery nazyvame ulmifikace, coz je pudotvorny proces,
ve kterém vznika tato organicka hmota bohatd na HL. Tento proces je oproti humifikaci
znatelné pomalejsi v dusledku klimatickych podminek, které panuji na vrchovistnich
raSeliniStich. Naproti tomu slatinna raSelina vznikd v nizSich polohach okolo stojatych vod
a pramenistich, a proto je tato pfirodni matrice oznacovana jako slatina. V soucasné dobé¢ je
raselina ¢im dal tim vice vyuzivana jako dostupna a levna ptirodni matrice k izolaci HL, resp.
HK, které se zde mohou vyskytovat az z 60 hm. %.

V souvislosti s rozlicnym aplika¢nim potencidlem téchto (bio)koloidnich latek je znalost
jejich struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti velmi dilezitd. V tomto ptipadé se nabizi
vyuzit chromatografii na tenké vrstvé (TLC), kterd by mohla byt ndpomocna k objasnéni
a ziskani informaci o struktufe téchto organickych latek, resp. k predikci jednotlivych
stavebnich kament téchto (bio)koloidnich latek.



1 TEORETICKE ZAKLADY
1.1 Raselina a humolity

Raselina je pfirodni organicka hmota (NOM — Natural Organic Matter), ktera vznika
procesem ulmifikace (raselinéni). Tento proces je zpravidla pomalejsi, nez je tomu v piipadé
humifikace, a to pfedev§im vlivem klimatickych podminek, které panuji na misté vzniku
raSeliny. Jednd se predevsim o niZsi teplotu a vyssi vlhkost ptidotvorného substratu. Raselina
zpravidla obsahuje vice jak 50 hm. % spalitelnych organickych latek, z nichz nezastupitelna
cast je tvofena huminovymi latkami, kam zpravidla fadime huminové kyseliny (HK),
fulvinové kyseliny (FK) a strukturné stabilni huminy (HU) [1, 2].

Obecné muizeme fici, Ze rasSelina je zafazovana do skupiny pid s vysokym obsahem
humusu, resp. organické hmoty, které jsou souhrnné nazyvany jako humolity. Toto oznaceni
pro vysoko-humoézni pudy bylo schvaleno v roce 1937 mezinarodni pedologickou spole¢nosti
v Curychu, a to z divodu neujednocené nomenklatury téchto pfirodnich matric. Hlavnim
problémem v této oblasti byla nesourodost dosavadnich poznatki a rozliéné zaméfeni odborné
spolecnosti, ktera se na tento fenomén divala z pohledu své védy, a to botanika, pedologa,
geologa, palynologa aj. Proto jsou dnes tyto pfirodni matrice oznaovany vySe zminénym
terminem [1, 2].

Klasifikace humolitii (pidy s vysokym obsahem humusu) v sob¢ odrazi nékolik faktort,
Z nichz nejvyznamnéjsi jsou: geografickd poloha, resp. nadmoiska vyska, poloha v terénu
(sedla, iboci hor, nahorni planiny atd.), uzivnost prostfedi (tj. schopnost uzivit urcity pocet
jedinct), vychozi rostlinny material, pidni reakci (pH), zdroj vody atd. Na zaklad¢ téchto
faktorh mizeme humolity délit na tii zakladni skupiny: vrchovistni raselinu, pfechodovou
raSelinu a slatinu, pfipadné na jejich stanovisté: vrchovistni raselinisté, ptechodova raselinisté
a slatinisté [1, 2].

1.1.1  Vrchovistni raselina — vrchovistée

Vrchovistni raSelina je pfedev§im zavisla na srazkové vodé, a proto se vyskytuje zejména
V horskych a podhorskych oblastech s vlhkym klimatem. Tyto lokality vzniku raselinist’ jsou
zpravidla charakterizovany prostiedim, které je velmi chudé na ziviny. Pudni reakce téchto
ptfirodnich matric je velmi kyseld. Dominujicim rostlinnym druhem vrchovisté je raselinik,
ktery se vyznacuje schopnosti mnohonéasobné zvétsit svilj objem resorpci vody z okoli. Timto
zpusobem jsou tato raSelinisté schopna az 20x zvétsit svoji hmotnost, a proto jsou velkou
zasobarnou vody v horskych ekosystémech. Rychlost nartistani mocnosti vrchovisté,
resp. i pirechodovych raselinist’ je relativné pomala. Obecné muzeme fici, ze jeden metr slabé
rozlozené raseliny se v tomto ekosystému tvoii 500-1000 let. V Ceské republice je typickym
radelini§tém tohoto typu napt. T¥ijezerni slat’ u Modravy v Narodnim parku Sumava [1].

1.1.2  Slatinistni rasSelinisté — slatiniste

Slatini$té (slatiniStni raseliny) jsou piedstaviteli pid vyskytujicich se ptedev§im v Gzivném
prostfedi nizin. Obvykle jsou vytvafeny na vyvérech podzemnich vod a pramenistich
sladkovodnich zdrojti. Déle je nalézame v ekosystémech, jako jsou zarostlé vodni nadrze ¢i
slepd fi€ni ramena. Slatini$tni raSeliniS§t¢ miZeme dale rozdé¢lit na slatini$té prostd, ktera
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nejsou obohacovana minerdlnimi latkami a slatini$t€ mineralizovana, ktera jsou v piimé
koexistenci s vyveéry hlubinnych pramenti artéskych vod. Slatiny jsou charakterizovany
rychlejSim narGstem organické hmoty, neZ je tomu v pfipad€ vrchoviStnich raSelinist.
Muzeme konstatovat, ze jeden metr tohoto typu humolitu je vytvaren v pribéhu nékolika set
let pfedevSim prostiednictvim zaristani vodnich ploch. Typicka slatina je vytvarena n¢kolika
pasmy, ktera ji obklopuji. Jedna se o pasma plovoucich rostlin, rostlin zakofenénych ve dné
raSelini$té, pobfezni vegetace a kfovinatych biechovych porostt [1].

1.1.3 Prechodova raseliniste

Ptechodova raselini§t¢ jsou charakterizovdna vlastnostmi obou vySe zminénych typl
humolitovych ekosystémi. Tato raSelinisté jsou geograficky situovana piedevs§im v oblastech
chladnéjsich pahorkatin az po horské oblasti. Jsou tvofena predevSim rliznymi druhy mecht a
travin. Nekteti autofi uvadéji, ze tento typ raselinisté je uméle vykonstruovany a ma byt
pfedevsim chdpan jako pomocny c¢lanek v posloupnosti humolitovych lozisek. Jako ptiklad
takového typu raselini§té v Ceské republice mizeme uvést napf. raselinisté Diana v Ceském
lese [1].

1.2 Ulmifikace — raselinéni

Raselinénim se rozumi rozsahly soubor rozkladnych chemickych a biochemickych reakci,
které probihaji formou oxidace nekromasy rozkladnymi organismy. Za nepfistupu vzdusného
kysliku ji rozkladaji organismy heterotrofni (anaerobni bakterie, plisn€¢, houby). Jedna se
piedevsim o fermentac¢ni a putrefekacni (hnilobné) reakce primarné ptisobici na odumielé
¢asti rostlinnych a zivocisnych tél. Tyto anaerobni reakce probihaji v prostiedi, které je silné
nasycen¢ vodou, at’ uzZ mame na mysli vodu srazkového nebo podzemniho ptavodu [2, 3, 4].

Lokalitami typického a kvantitativné vyrazného raselinéni jsou raselini§té rozsifena
V pasmu mirného az tropického klimatu. Intenzita ulmifikace je nejvyssi v tzv. huminogenni
zon¢ mezi povrchem a hloubkou asi 0,5 m. Podstatou nekromasy raseliniSt’ tvoii vyssi
(cévnaté) rostliny. V tomto piipadé mame na mysli bud’ cela jejich odumiela téla, anebo jejich
vegetativni ¢i generativni ¢asti, jako jsou stonek, list, kofen, kvét, semeno ¢i plod. Pristup
vzdu$ného kysliku je omezen, ale nikoli zcela uzavien. Pfi raSelinéni vznikaji a unikaji plyny
CO; a CHas. Mezi typické znaky raselinéni patii rozkladajici se lignin, celuldza a proteiny,
syntéza degradacnich produkth ligninu. Na tomto mist¢ musime podotknout, ze pryskyficné
latky a pylova zrna nepodléhaji tomuto degradaénimu a transformacénimu procesu, jez
je oznacovan jako raSelinéni [5].

1.2.1 Vznik raselinist

Je dobfe znamo, Ze velka ¢ast raSelini$t’ se vyvinula na pramenistich podzemnich vod pred
10-15 tisici lety v obdobi, které nazyvame ctvrtohory, resp. holocén. Tento pudni typ se
z pocatku vyhradné vyvijel jako slatinisté, az v disledku klimatickych zmén v obdobi
ctvrtohor se néktera slatini§té¢ preménila na vrchovistni raseliniSté. AvSak néktera vrchovisté
se Vv pribéhu nékterych dramatickych klimatickych podminek mohla pfeménit zpét na
slatini§té¢. Tyto klimatické zmény kromé pfemény slatini§té na vrchovisté a opacné meély
vyznamny vliv na rychlost tvorby humolitu. Raselinisté se nejrychleji tvotila v geologickém



obdobi, které nazyvame Atlantik tj. pted 8000-6000 lety. V této dob¢ byla teplota na
zemském povrchu ptiblizné o 3 °C vyssi, nez je tomu dnes [1].

1.3 SloZeni raseliny

Produktem raSelinéni je raSelina, kterou lze definovat jako organickou, hydrofilni, koloidni
smés latek, obsahujici ur¢ity podil rostlinnych tél a jejich ¢asti, které se nachazeji v urcitém
stupni raSelinéni. Az ze 75 hm. % je raselina tvofena vodou, ve které jsou rozpustény,
popftipadé€ rozptyleny nékteré anorganické latky.

Primérné elementarni slozeni raSeliny je nésledujici: obsah organického uhliku dosahuje
az 60 hm. %. Dalsi biogenni prvky klesaji v nasledujicim potadi: O (33—40 hm. %) > H (4,5—
6 hm. %) > N (0,9-3,5 hm. %) > S (0,1-2 hm. %). Raselina obsahuje az 20 hm. % bitumenu,
10-40 hm. % huminovych latek, do 40 hm. % ligninu a az 40 hm. % latek patiicich
ke kerogentim.

V dnesnich ra$eliniStich se nekromasa vysSich rostlin hromadi a humifikuje ve velkém
méfitku. Z poznatkii jednoznacné vyplyva, ze dnesSni uhelné sloje jsou fosilni raseliniste,
jejichz raSelina byla prouheliiovanim pfeménéna v uhli. Sloje, které vznikly z raSeliny
nahromadéné na misté, se nazyvaji autochtonni. Akumulaci nekromasy po ur¢itém transportu
mohly vzniknout sloje tzv. alochtonni. Vlastnosti raSelin jsou ovliviiovany rostlinnym
slozenim prvki (taxony), stupném rozlozeni a ptimési anorganickych slozek.

Raseliniste se klasifikuji:
1. podle vzhledu a mineralizace svych vod
e slatiny
e piechodova raselinisté
e vrchovisté
2. podle vzniku
e zarustdnim vodni nadrze (stagnacéni raseliniste)
e zamokienim urcité lokality (iriga¢ni raSeliniste)
3. podle vyskytu
e ve vnitrokontinentalni panvi (limnicky typ)
e na pobiezi moie (paralicky typ) [5,12]

Cisté slatiny, jejichz pH je dano rozmezim hodnot 5,5-7,5 jsou sloZeny ze 75hm. %
organickymi latkami. Naproti tomu celkovy obsah organickych latek v zemitych slatinach je
obvykle nizsi (5075 hm. %). Obsah organického uhliku se v ¢istych slatinach pohybuje mezi
55-60 hm. %, obsah vodiku kolisa mezi 4,5-5,8 hm. %, dusik je zastoupen rozmezim
2-3 hm. % a mnozstvi popelovin dosahuje v tomto typu raselin az 18 hm. %. Prechodova
raSelinisté obsahuji obvykle okolo 80 hm. % organickych latek, obsah uhliku je 50-55 hm. %,
5,5-6,1 hm. % vodiku, dusiku 1,9-2 hm. % a popelovin 4—6 hm. %. Pfechodova raselinisté
maji vét§i zastoupeni bitument, pH kolisa mezi 4,5-6,5. Cista vrchovisté jsou slozena
z 90 hm. % organickych latek, 45-55 hm. % uhliku, 5,1-6,1 hm. % vodiku, 0,9-1,3 hm. %
dusiku a 2—4 hm. % popelovin. pH ¢istych vrchovist’ je 2,5-4,5.
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Vyrazné termoakumulacni vlastnosti ma vétSina raSelini$t, jsou zasobnikem tepla,
coz ovliviiuje teplotu krajiny [6, 7].

1.3.1 Mikroedafon

Nejpocetnéjsi skupinou pudnich mikroorganismti jsou bakterie. VéEtSinou se jedna
0 heterotrofni organismy. V organickych zbytcich pfitomnych v tomto pidnim ekosystému
rozkladaji predevSim polysacharidy, bilkoviny, celuléozu a fadu dalSich organickych latek.
Jsou soucasti dulezitych procest pfemén organickych i mineralnich latek, jako jsou
humifikace, oxidace amoniaku, oxidace Zzeleza a siry. Jejich zastoupeni v mikroedafonu
znazornuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Zastoupeni mikroorganismii vV pude [8]

Mikroedafon Pocet v 1g pidy Hmotnost v kg-ha™
Bakterie 600 000 000 10 000
Plisn¢ a aktinomycety 400 000 10 000
Rasy 100 000 140
Prvoci 1 100 000 370

Houby piedstavuji dalsi skupinu heterotrofnich organismi nachazejici se v mikroedafonu,
I kdyz v men$im poctu nez bakterie. Diky své enzymatické Cinnosti se podili na procesech
rozkladu tukl, bilkovin, uhlovodikli atd. Jsou soucasti pifi rozkladnych procesech
aromatickych slou¢enin, napf. ligninu, kde hraji dtlezitou roli.

Aktinomycety ptedstavuji pfechodnou formu mezi bakteriemi a houbami. Jsou citlivé
na reakci prostiedi (potfebuji neutralni az slabé alkalickou pidni reakci), na vihkost a teplotu
pidy. Uastni se rozkladnych procesti organickych latek, které jsou pro ostatni
mikroorganismy resistentni jako lignin, chitin, huminové latky, DOM apod. Stejné jako
houby tvoii aktinomycety nékteré antibiotické latky.

Prvoci nachézejici se v pudnim ekosystému jsou zastupci jednobunéénych mikroorganismu.
Vétsina z nich jsou heterotrofni organismy (pouze nékteré rody bi¢ikovel maji umoznénu
autotrofni vyzivu diky barvivu podobnému chlorofylu). Jejich funkce v piidotvorném procesu
neni jeSté zcela objasnéna. Ve sklenicich a pafeniStich mohou pfi svém pfemnoZeni redukovat
vyskyt bakterii, kterymi se zivi [8].

1.4 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou slou€eniny organického plvodu, které vznikaji postupnym
rozkladem organické hmoty tzn. zbytkil rostlinnych a Zivoc¢isnych tél a syntetickou ¢innosti
mikroorganismi. Obecné je proces, kterym vznikaji huminové latky nazyvan odbornym
terminem humifikace. Huminové latky patii mezi nejrozsifenéjsi latky na zemském povrchu.
Nachéazeji se v kaustobiolitech, kam zpravidla fadime raselinu, lignit, leonardit a oxyhumolit.
Dale jsou nedilnou soucasti pud, sedimenti a v neposledni fad¢ i sladkovodnich a motskych
vodnich zdroja [9].
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Huminové latky muzeme klasifikovat jako (bio)koloidni polycyklické slouceniny zluté
az hnédocerné barvy. Jsou pfevazné aromatického charakteru, kdy jednotliva aromaticka jadra
byvaji vzdjemné spojena prostiednictvim alifatickych strukturnich jednotek. Tyto vazby jsou
pfevazné realizovany pomoci esterovych (Ri—COO-R), etherovych (Ri—O-R2)
a Vv neposledni fadé i alkoxylovych (Ri—O) vazeb. Tyto slouceniny se svou povahou fadi
do skupiny polyaromatickych karboxylovych kyselin s jistou mirou substituce aromatického
jadra fenolickymi —OH funk¢énimi skupinami. Typické funkéni skupiny nachazejici
se ve struktufe HL jsou tzv. kyselé funkéni skupiny (-COOH a—-OH fenolické), dale pak
sekundarni amidické (-NH-CO-), alkoxy skupiny arovnéz ikarbonylové, které jsou
prevazné spojeny se strukturnimi jednotkami HL chinoidniho typu. Z pohledu elementarni
analyzy tzn. obsahu biogennich prvkil jsou huminové latky tvofeny prevazné uhlikem,
kyslikem, vodikem, dusikem a v pfipadé HL izolovanych z kaustobiolitickych piirodnich
matric i sirou [10].

1.4.1 Rozdeéleni huminovych latek

Jelikoz absolutni struktura HL neni doposud zcela objasnénd, tak tyto unikatni
(bio)koloidni latky jsou obecné povazovany za aglomerat rozliénych strukturnich jednotek
ligninového, polysacharidického, lipidického a peptidického typu. Jednotlivé frakce HL
muzeme rozdélit podle chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti na huminové kyseliny
(HK), fulvinové kyseliny (FK) a huminy (HU). V piipadé¢ siln¢ karbonizované frakce HL
tzn. huminu se rovnéz pouziva termin humusové uhli, avSak s timto oznaCenim se muzeme
predevsim setkat v odbornych publikacich pedologického zaméteni. Z hlediska geneze HL
jsou si v8echny frakce strukturné podobné, pokud mame na mysli, Ze tyto slouc¢eniny vznikaji
obdobnym zptsobem v procesu humifikace, na stejném misté vzniku, z obdobnych
prekurzorii biomasy, resp. nekromasy ataké ve stejném case. Hlavni rozdil mezi témito
frakcemi je obvykle pozorovan ve stiedni molekulové hmotnosti M,,, kterd se pohybuje
v Sirokém rozmezi hodnot, a to od né¢kolika stovek po tisice Daltoni (Da). Dale se lisi
obsahem rozli¢nych funkénich skupin, rozpustnosti v nékterych rozpoustédlech a barvou, jak
uvadi Obrazek [10, 11]. Huminy, resp. humusoveé uhli jsou nerozpustné ve vodnych roztocich
silnych mineralnich kyselin a zasad, a proto jsou z environmentalniho hlediska dtileZité pouze
HK a FK, které hraji klicovou roli napt. ve vyzivé rostlin, imobilizaci anorganickych
a organickych polutantt atd.

Huminové latky jakoZto jednotlivé frakce organické hmoty tradi€né rozdélujeme na tfi
zékladni skupiny:

e Huminové kyseliny (HK) jsou frakce HL, které jsou rozpustné v zasadach, ale
ve vodnych roztocich silnych kyselin snadno koaguluji, kdy makromolekularni
(linearni) fetézec tohoto polyelektrolitu zaujme konformaci makromolekuldrniho

klubka;
e Fulvinové kyseliny (FK) jsou rozpustné v celé skale pH hodnot;

e Huminy (HU) jsou nerozpustné jak v silnych kyselinach, tak zasadach [10].
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Sedé HK hnédé HK

hymatomelanové kyseliny  fugavoveé kyseliny

klesa mnozstvi C, N a molekulova hmotnost

Obrézek 1: Rozdéleni HL a jejich zakladni fyzikalné-chemickych vlastnosti dle Stevensona
(1982) [12]

Huminove kyseliny

Huminové kyseliny (viz. Obrdzek 2) maji z pravidla svétle hnédou az ¢ernou barvou, kdy
tmavsi zbarveni HK je ptfedevsim charakteristické pro HK izolované z kaustobiolitickych
pfirodnich matric. Jsou velmi dobfe rozpustné v zasaditych roztocich (roztoky hydroxida
a alkalickych soli) a omezené se rozpoustéji ve vodé. Rozpustnost ve vodé je piedev§im
spojena s rozpustnosti nékterych frakei, které tvoii supramolekulu HK. V kyselém prostiedi
dochazi ke koagulaci, resp. k zabaleni ,,makromolekularniho* klubka HK, pfi¢emz musi byt
dodrzena podminka, Ze pH roztoku bude mensi nez 2 a tedy bude dosahovat izoelektrického
bodu [13].

Jejich slozeni je zavislé na typu piirodni matrice, podminkach humifikace a chemickém
slozeni rostlinnych a zivoc¢iSnych zbytkli. Vyznacuji se vysokou sorpcni schopnosti pies
4 000 mmolkg™? piidy. Mimo jiné jsou schopny ovliviiovat fyzikalng-chemické vlastnosti
pudy (pH, strukturu, schopnost zadrzovat vodu) a také jeji urodnost, coz hraje klicovou roli
Vv pfipad€ pid semiaridniho klimatu. Elementarni slozeni tzn. obsah biogennich prvkl kolisa
v rozmezi: uhlik 52-65 hm. %, vodik 2—-6 hm. %, kyslik 30-39 hm. %, dusik 2-6 hm. % a sira
0-2 hm. %. Huminové kyseliny obsahuji také az 10 hm. % nespalitelného podilu, tj. popela,
jehoZ obsah je vazan na purifikacni kroky pfti izolaci téchto (bio)koloidnich latek.

HK jsou tvofeny trojrozmérnou siti molekul, v jejichz centru je jadro aromatického
charakteru (fenol, naftalen, kumarin, hydroxykumarin, flavonoidy atd.). Aromatické jadro HK
je substituovdno alifatickymi fetézci a rozlicnymi funkénimi skupinami, jako jsou
karboxylové, —OH fenolické a v neposledni tadé i amidické Il (-NH-CO-). Vodikovy ion
karboxylovych a —OH fenolickych funkénich skupin maze pfi ur¢ité hodnoté pH disociovat,
pticemz vznikly anion je schopen interakce s celou fadou iontd napt. Na*, K*, Ca?*, Mg?',
Cu?* atd. Uvadi se, ze v priméru 35 % ,,objemu* molekuly HK tvofi aromatické jadro, zbytek
struktury je ve form¢ alifatickych konstitu¢nich jednotek. V pudach jsou tyto (bio)polymerni
latky pfevazné vazany na mineralni podil pudy, se kterym tvoii tzv. organo-mineralni
komplex [8, 14, 15]. HK se v pidnim roztoku nachazeji v disociované formé, ktera hraje
dulezitou roli v oblasti vyzivy rostlin [16].
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Obrazek 2: Piedpokladana struktura HK dle Stevensona (1982) [12]

Huminové kyseliny jsou nejhodnotnéj$im produktem procesu humifikace, vyrazné
ovlivituji trodnost pady. V nasyceném stavu jsou odolné vi¢i mineralizaci [8].

Hymatomelanové kyseliny jsou povazovany za jednu z frakci huminovych kyselin. Maji
zluté az hnédozluté zabarveni, jejich molekulova hmotnost je oproti HK mensi [8].

Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny (FK) neboli fulvokyseliny (viz. Obrazek 3) maji zluté az svétle hnédé
zabarveni a jsou pravdépodobné smési aromatickych organickych kyselin s raznou mirou
substituce aromatického jadra —OH funkénimi skupinami. Mimo jiné uréitd minoritni ¢ast FK
je tvofena lehce hydrolyzujicimi organickymi kyselinami, které jsou v odborné literatuie
oznatovany jako hDOM. Oproti HK, které se hromadi na misté vzniku, jsou fulvinové
kyseliny pomérné velmi mobilni, a proto mohou lehce migrovat v pidnim profilu. Timto
zpusobem se mohou dostavat do zdroji podzemnich a artézskych vod. Jsou dobfe rozpustné
ve vodé, v mineréalnich kyselinach a hydroxidech. V porovnani s HK maji jednodussi stavbu
anizsi stupen diverzifikace. Stfedni molekulova hmotnost FK je v porovnani s HK fadové
n¢kolikandsobné nizsi, pfi¢emz typickymi hodnotami jsou 500—-10 000 Da.

Fulvinové kyseliny jsou oproti HK charakterizovany niz§im obsahem uhliku a az dvakrat
vysSim obsahem kysliku, a to pfedevSim diky vysokému obsahu karboxylovych skupin.
Fulvinové kyseliny jsou tvofeny primérné témito obsahy biogennich prvki: C 40-52 hm. %,
H 4-6 hm. %, O 40-48 hm. % a N 2-6 hm %. Obsah nespalitelného podilu je v pfipadé¢ FK
pon¢kud vyssi, a to z ditvodu izolace téchto frakei HL, kdy nékteré purifikac¢ni kroky nejsou
V izola¢nim schématu zafazeny, tak jak je tomu v piipadé HK. Tyto (bio)koloidni slou¢eniny
obsahuji velké mnozstvi kyselych funkénich skupin, atudiz jsou povazovany za velmi
reaktivni v porovnani s HK.

Mimo jiné je na tomto misté nutné fici, ze fulvinové kyseliny ochuzuji mineralni ¢ast pudy
o ziviny a koloidni latky, kvuli siln¢ kyselé reakci a dobré rozpustnosti ve vod¢ [8, 14].
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Obrézek 3: Piedpokladand struktura FK dle Buffle (1977) [17]

Huminy

Jedna se o hnédou az Cernou silné karbonizovanou organickou hmotu, kterd je pevné
vazana na mineralni ¢ast pidy, proto ji nelze ziskat ani mnohonasobnou extrakci alkaliemi [8,
14].

1.4.2 Vznik huminovych latek

Organicke latky, které se nachazeji v pudnim ekosystému, mizeme zpravidla rozd¢lit
na humifikovanou a ne-humifikovanou organickou hmotu, kdy do druhé skupiny latek,
néktefi autofi fadi i organickou hmotu v rizném stupni humifikace, kdy tento proces pfemény
nebyl doposud ukoncen. Nehumifikované organické latky tvoii 10-15 % z celkového
organického podilu ptdy. Jsou tvoieny nerozloZzenymi nebo casteCné rozlozenymi zbytky
rostlin, organickych hnojiv a zivocichl. Tyto nerozlozené latky jsou postupné preménovany
Vv pud¢ za ucasti padnich mikroorganismii. Tento proces nazyvame mineralizace, koneCnym
produktem je voda, oxid uhlic¢ity, ¢pavek a mikroelementy [18].

Humifikované organické latky vznikaji za omezeného pfistupu vzduchu béhem procesu
nazyvaného humifikace soucasné s ¢aste¢nou mineralizaci OM v pid¢ za plisobeni enzymul.
Béhem humifikace dochazi k tvorbé novych organickych latek, jedna se o huminové latky,
tzv. trvaly humus. Tyto nové vytvoifené huminové latky, nachéazejici se v padé, jsou
vysokomolekularni organickomineralni dusikaté slouceniny, s fadou specifickych vlastnosti

[18].

I kdyz ptfesny mechanismus vzniku huminovych latek neni zcela objasnény, byly
formulované tfi hlavni teorie (viz. Obrézek 4).
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Obrézek 4: Schéma teorie vzniku HL [12]

Nejstarsi (prvni) teorie vzniku HL se opira o fakt, Ze HL jsou odvozeny od lignifikovanych
pletiv vy$$ich rostlin. Druh4 teorie na prvotni navazala ve smyslu transformace residui ligninu
pomoci mikroorganismi za vzniku polyfenolickych latek, které jsou oxidovany aZ na
sloueniny chinoidniho typu. Tieti teorie podporovala vznik huminovych latek
z jednoduchych cukri, pifiCemz by mély probihat reakce mezi redukujicimi cukry
a aminokyselinami za vzniku hnédych dusik obsahujicich polymeri [14].

Ligninova teorie

Ligninova teorie povazuje rostlinny lignin za hlavni prekurzor pii vzniku huminovych latek
Vv pudé. V prvnim kroku jsou mén¢ stabilni molekuly rozloZzeny diky mikroorganismim
(plisn¢, bakterie, fasy, prvoci), stabilngjsi casti biopolymerti jsou zachovany nebo jsou
Castecné rozlozené (viz. Obréazek 4; cesta ¢. 4). Béhem tohoto procesu dochazi k odstépeni
methoxylovych skupin (—OCHs3) a vzniku o-hydroxyfenoli. Dalsi zménou je oxidace
alifatickych ¢asti molekuly za vzniku karboxylovych skupin (-COOH). Takto pozménéné
¢asti biopolymeru ligninu jsou podrobeny dal$im nédslednym reakcim. Béhem oxidace reaguji
samoniakem za vzniku kondenzacnich produktd, ve kterych je dusik soucasti
heterocyklickych sloucenin.

Pii ztrat¢ methoxylovych skupin a nasledné oxidaci koncovych alifatickych ¢asti molekuly
obsahuje prekurzor huminovych latek vyssi obsah kysliku a mensi obsah uhliku [12, 14, 19].
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Polyfenolova teorie

Polyfenolova teorie nahradila v 60. letech 20. stoleti teorii ligninovou. Polyfenolova neboli
synteticka teorie pfedpoklada, ze huminové latky vznikaji z polyfenolovych jednotek nebo
jsou syntetizovany mikroorganismy (viz. Obrazek 4; cesta 2 a 3). V prvni cesté dochazi
k rozkladu vsech rostlinnych biopolymert na jejich zakladni strukturni jednotky. Poté, co je
lignin zbaven vazby s celul6zou, dochéazi k demethylaci postrannich alifatickych Fetézct
anasledné¢ oxidaci na polyfenoly, které jsou pfeménény na chinony. Chinony reaguji
s aminoslouc¢eninami a b&hem nasledné polymerizace jsou syntetizovany huminové latky.
Nejdiive dochazi ke vzniku fulvinovych kyselin (FK), dale huminovych kyselin (HK)
a nakonec huminu (HU) [12, 14, 20].

Teorie kondenzovanych sacharidii s aminy

Jednim z rysu této teorie kondenzovanych sacharidi s aminy nebo také Maillardovy teorie
je, ze reaktanty jsou produkovany v pudé¢ diky aktivité mikroorganismi, které se ale ptimo na
tvorbé huminovych latek nepodileji. Mikroorganismy zajistuji Stépeni polysacharidii na
monosacharidy a bilkovin na jednotlivé aminokyseliny (viz. Obréazek 4; cesta 1). Huminové
latky jsou tvofeny syntézou jednoduchych latek (amini a monosacharidii), které vznikly
degradaci cCasti rostlin. Dale Maillardova teorie vysvétluje tvorbu huminovych latek
v prostiedi, kde produkty ligninu nejsou prevladajici [12, 19].

1.4.3 Molekularni struktura huminovych latek

Huminové latky jsou relativné stabilni komplexni slouceniny, jejichz molekulova hmotnost
se pohybuje od 102 do 10° Daltonii. Podle jejich extrahovatelnosti zdsadami a kyselinami se
deli na fulvokyseliny, huminové kyseliny a humin, kazda skupina se vyznacuje odlisSnou
chemickou strukturou a molekulovou hmotnosti [21]. Ackoliv se o objasnéni molekularni
struktury pokouselo mnoho védct a védeckych tymi, huminové latky jsou strukturné velice
slozité¢ a jejich strukturni jednotka neni doposud zcela popsand. Ptitom znalost struktury
huminovych latek je potiebna k pochopeni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti
(reaktivnost, rozpustnost) a jejich funkce v padé [12]. V diasledku vyvoje modernich
analytickych metod bylo navrzeno né€kolik strukturnich modeli huminovych latek, kde jejich
struktura je bud’ makropolymerni nebo supramolekularni. Makropolymerni struktura popisuje
HL jako linearni makromolekularni polyelektrolyty, které mohou tvofit molekularni agregaty
za specifickych podminek napi. kyselé pH, vysoka iontova sila. Supramolekularni model je
komplexem smési riznych molekul, které jsou navzajem poutany pomoci slabych vazebnych
interakci [22, 23].

Polymerni teorie

Polymerni teorie byla dlouhou dobu nejpravdépodobnéjsi teorii, ktera nahlizi na huminové
latky pomoci tzv. polymerniho modelu. Nejvyznamnéj$imi pfedstaviteli polymerni teorie,
podle kterych zname nékteré strukturni modely, jsou napiiklad Stevenson (viz. Obrazek 2),
Buffle (viz. Obrazek 3) a Flaig. Pomoci riznych instrumentalnich technik se pokusili zjistit
sloZzeni a molekulovou hmotnost huminovych latek. Protoze jsou ale HL slozitd smés, bylo
zjisténo, ze huminova latka rizného ptivodu ma variabilni slozeni. Proto je stanoven rozsah
molekulové hmotnosti, kde ale existuje zna¢na nejistota velikosti a skute¢né hodnoty
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molekulové hmotnosti [24]. Podle prvnich polymernich modelu je struktura huminovych latek
nahodné stocené polymerni konformace (tzv. random coil). Na zaklad¢é dalSich experimentu
bylo zjisténo, Ze se molekularni struktura ménila ze sférického tvaru do tvaru linearniho podle
koncentrace vzorku, pH aiontové sily rozpoustédla. Pti rostoucim pH nebo koncentraci
huminovych latek dochazi ke zméné tvaru huminovych latek, z klubkovitého tvaru se stava
nahodné propletena sit’ linearnich fetézct, které se spojuji do struktur listu oznacovaného jako
B-sheet [25].

Predpoklad, Zze huminové latky maji polymerni strukturu, kterd vSak postradd opakujici se
stavebni jednotku tzv. mer, byla i tak tato teorie struktury HL mnohymi védeckymi skupinami
povazovana za zcela spravnou a uspokojujici. Dale také jista odolnost HL b&éhem tepelné
degradace za pouZiti termalnich technik napf. termograviemetrie, podporovala polymerni
teorii. Mimo jiné jejich koloidni vlastnosti, které¢ lze pfirovnat k vlastnostem polyelektrolyta
ve vodném prostiedi, ptisp€ly k polymernimu pohledu na HL [27].

Supramolekularni teorie

S rozvojem modernich analytickych metod (SEC, C-NMR, MS, ...) se zménil pohled
na strukturu huminovych latek. A. Piccolo aplikoval novou teorii, ktera méla nahradit
dosavadni polymerni model, a to supramolekularni teorii. Jednim z davodu, pro¢ se Piccolo
snazil zménit doposud zavedenou a uznavanou teorii byla neschopnost polymerni teorie nalézt
molekularni hmotnost huminovych latek [27]. S prvnimi experimenty bylo zji$téno,
supramolekul nebyla stabilizovana silami kovalentnich vazeb jako v pfipadé polymerniho
modelu, ale slabymi disperznimi hydrofobnimi silami (van der Waalsovy sily, m—m vazby,
CH-=n vazby) a vodikovymi vazbami, které jsou zodpovédné za velkou molekularni strukturu
huminovych latek, ktera se zvysuje srostoucim pH. Toto zjisténi bylo velmi kritizovano
zastanci polymerni teorie, av$ak tento novy model byl potvrzen i jinymi védeckymi tymy
[26].

Tato teorie vysvétluje, ze vysokd molekulova hmotnost je pravdépodobné zpusobena
sdruzenim malych konstitu¢nich jednotek za vzniku agregati ve vodném roztoku
s makromolekularnimi vlastnostmi [28].

Tento novy popis struktury huminovych latek 1épe odpovida jejich zasadni Uloze
pfizajiStovani a udrZovani fyzikalni a chemické kvality pidy a jejich reaktivity vici
pesticidiim a jinym znecist'ujicim latkam, které se nachazeji v pudé [26].

1.4.4 Vyuziti huminovych latek

V soucasnosti maji HL diky svym vlastnostem pomérné rozsahlé vyuziti, které mizeme
rozdélit do nekolika oblasti: primyslové pouziti, aplikace v zemédé€lstvi, vyuziti v oblasti
ochrany zivotniho prostfedi a farmakologické pouziti.

Primyslove vyuziti

S materialy obsahujicimi HL se muzeme setkat naptiklad ve stavebnictvi, kde se vyskytuji
jako aditiva kontrolujici rychlost tuhnuti betonu. Huminové latky nachazeji uplatnéni také
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Vv kozeluzstvi, kde jsou pouzivany jako barvivo kiize, pozdé&ji jako prostiedek pro povrchovou
upravu ktze. Dievaisky priamysl je dalsi oblasti, kde byly pouzity HL k ptipravé ptirodniho
indiga slouziciho k barveni dyhy. V keramickém primyslu se staly soucasti piisad ke zlepSeni
odolnosti materidlu, zejména porceldnu. Mimo jiné nasly tyto (bio)koloidni latky uplatnéni
jako zmeékcovadla pfi vyrobé PVC a Nylonu 6 nebo v papirenském pramyslu, kde jejich
sodnou formu tzn. humat sodny, resp. draselny Ize s vyhodou pouzit jako netoxické piirodni
barvivo [29].

Huminové latky nachazejici se v uhli nasly vyuziti i v energetickém pramyslu. S postupem
Casu se vSak zvySovala ochrana Zivotniho prostfedi a proces spalovani fosilnich paliv byl
omezen a zaroven nahrazen zdroji SetrnéjSimi k Zivotnimu prostiedi [30].

Vyuziti v zemédélstvi

HL hraji dtlezitou roli zagronomického hlediska, vyznamné ovlivituji kvalitu
a produktivitu pidy. Kromé zlepseni fyzikalnich a chemickych vlastnosti pidy, vykazuji
vysokou vyménnou kapacitu pro vyzivové prvky rostlin, at’ uZ mame na mysli makronutrienty
¢i stopové prvky, které jsou dulezité pro zvySeni Urodnosti plidy. RovnéZz napomahaji
vytvateni port, které jsou dilezit¢ k vyméné plynii mezi pidou a atmosférou. Zlepsuji
strukturu pidy, pomahaji jeji castice stmelovat a diky tomu i ovliviiuji schopnost zadrzet
vodu. HL jsou zdrojem mineralnich a organickych latek, jez jsou dale pouzity jako zdroj
energie pii procesech v pude. V soucasné dobé se HL pouzivaji jako aditiva v hnojivech.
Ruzné soli HL, jako je humat vapenaty a zejména draselny, zvysuji Grodnost urodnost pidy,
at’ uz jsou tyto latky aplikovany do piidy anebo pfimo na list jako folidlni hnojivo. V piipadé
nedostatku dusiku v pudé lze tento problém feSit pomoci humatu amonného, ktery je
vyhradné aplikovan do pidy. Mimo jiné je potfeba zminit, ze HL jsou schopny interagovat
svelkou &asti polyvalentnich kation (Cu?', Fe?', Cu?', Mg?"), ale is organickymi
molekulami (rastové hormony, signalni molekuly mikroorganismt vyskytujicich se v pad¢),
které prispivaji k vy$§i trodnosti pidy a dobré biotické kondici pudniho ekosystému.
Huminov¢ latky mohou byt soucast krmiv, kde hraji klicovou roli pii vyzive zvirat. Naptiklad
ve vyzkumném tustavu zemédélském v Brné byly lignitické HK aplikovany jako profylaxe
priymi u jatecnich zvifat [29, 31].

Huminové latky maji stimulaéni G¢inky na traveni a vyuziti zivin, zlep$uji konverzi krmiva
a tim piiznivé ovliviiuji rist zvifat nebo zvySeni produkce mléka u dojného skotu. Diky
ptidavku HL do krmiva dochazi ktvorbé zdravého stfevniho epitelu, ustaleni stfevni
mikroflory a pH v travicim traktu. Zabranuji také infekci diky svym antimikrobialnim
ucinkim [32].

Vyuziti pri ochrané Zivotniho prostredi

Pfirodni organické koloidy (HK, FK) diky své struktufe ve vodé& tvofi nerozpustné
komplexy s mnoha kovy véetné radionuklidd, proto jsou dulezité jako zprosttedkovatelé
radionuklidového transportu skrz Zivotni prostfedi. Hlavni tlohou HL je odstranéni toxickych
kovi (Pb?, Ni%*, Hg?", Cd?*, Cr®"), organickych chemikalii a dalsich znegistujicich latek, a to
z pudy i z vody. K odstranovani oleje a barviv z odpadnich vod byl vyvinut padni filtr, ktery
je také pouzivan k odstranovani pesticidi z primyslovych odpadnich vod. Materialy
obsahujici huminové latky jsou pouzivany také pro sorpci plynu. HL maji schopnost
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interagovat s riznymi organickymi polutanty, a tedy je lze s vyhodou pouzit k odstranéni
nékterych latek jako napf. herbicidi, estrogenni slouc¢eniny, dioxind [29].

Biomedicinské vyuziti

Huminové latky vyrdbéné v komerénim méfitku se pouzivaji pfedevS§im v mediciné
a veterinafstvi. Pro své antivirové, profibrinolycké, protizanétlivé u€inky a estrogenni aktivity
se staly v medicinské oblasti dilezitymi. Potencial HL tvofit komplexy s tézkymi kovy, jako
je Cd?*, se pouziva k odstranéni t&zkych kovii z organismu. Studie ukazuji, Zze 1é¢ba virovych
respiracnich nemoci béznych u déti se vyznamné zkracuje v ptipad¢ vyzivovych doplikd,
Jejichz majoritni ¢asti jsou fulvinové kyseliny. Mnoho lékaiskych studii ukazuje, ze HL,
zejména FK, maji schopnost chranit pied rakovinou a viry zpusobujicimi rakovinu. Na druhé
stran¢ bylo dokazano, ze HK jsou toxické pro mnoho savéich bunék, mohou pusobit
mutagenné a poskozovat DNA [29].

1.5 Metody frakcionace huminovych latek

Jednotlivé frakce HL jsou i v dnesni dobé pfedmétem pomérné rozsahlého vyzkumu, i kdyz
vV po¢tu odbornych publikaci HK pievySuji ostatni frakce HL (FK a hDOM). Studium
a charakterizace HL a hDOM se casto lisi v dusledku technik, které byly pouzity k izolaci.
Frakce HL a hDOM jsou definovany na zakladé rtuznych fyzikalnich nebo chemickych
parametrt. Mezi fyzikalni patiéi napiiklad velikost Castic nebo jejich hustota, k chemickym
napiiklad reaktivnost, prvkové slozeni apod. Chemické metody byvaji obvykle destruktivni,
zatimco fyzikalni ne [33]. Podle Konové a Bélcikové (1963) princip frakcionace spociva
Vv dekalcinaci pudy a poté VvrozruSovani stabilnich slou¢enin humati vapenatych
a hore¢natych, které¢ tvofi s jilovymi casticemi tzv. organomineralni komplex za pouziti
roztoku pyrofosfore¢nanu sodného o urCité hodnoté pH. Timto zplUsobem je Castice
organomineralniho komplexu naruSena, kdy dochazi k uvolnéni HL ve form¢ sodnych soli do
supernatantu, ve kterém lze kvantitativné stanovit celkovy obsah HL a hDOM. V soucasnosti
uzivana frakcionace a izolace HL z pudy se oznacuje jako mezinarodni standardni metoda
IHSS [13].

1.5.1 Fyzikalni frakcionace

Fyzikalni metody frakcionace zahrnuji celou Skalu postupti. Nejcastéji je pouzivana
separace podle velikosti ¢astic v kombinaci s ultrazvukovou nebo mechanickou disperzi
za pouziti sit s riznou velikosti ok. DalSim typem je napiiklad separace s usazovanim Castic
0 rozdilné hustoté. Fyzikalni frakcionace umozniuje separaci organické hmoty a priméarnich
¢i sekundarnich organomineralnich komplexi. Separace zalozena na velikosti Gastic se
provadi pies sita o riznych velikostech ok bud’ pod proudem vody nebo za sucha, hustotni
frakcionace kombinovana s centrifugaci je separace na zakladé rozdilné hmotnosti a hustoty
pudnich ¢astic. Tim dochézi k separaci pidy do nékolika velikostnich tiid, nejvétsi slozkou
jsou napt. Castice pisku, mensi napft. jilové castice. Kazda tato izolovand frakce obsahuje
ur¢ity podil organické hmoty, frakce pisku bude obsahovat hrubou nekomplexovanou
organickou hmotu, jilové ¢astice budou mit organickou hmotu uzavienou ve svych porech
nebo asociovanou na povrchu [33, 34].
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Postupy frakcionace se snazi minimalizovat chemické procesy v pudé, ale zpusobuji
Caste¢nou likvidaci mikrobialni komunity v ni [35].

Hustotni frakcionace

Podstatou hustotni frakcionace je skute¢nost, ze organickd hmota podléhajici humifikaci je
béhem ni asociovdna na mineralni Castice pudy, a tim ziskdvd mnohem vétsi hustotu
v porovnani s nehumifikovanou organickou hmotou. Samotna separace je zaloZena
na homogenizaci objemu rizné dispergovaného vzorku s roztokem, jehoz hustota je v rozmezi
1,6-2,6 g-cm 3. Tim dochazi k jeho rozdéleni na lehkou a tézkou frakci. Lehké frakce, jejiz
hustota je nizsi, nez je hustota roztoku, splyva na hlading, tézka frakce, jejiz hustota je vyssi,
klesa ke dnu. K piipravé roztoku o dané hustoté se vyuziva SPT (sodium polytungstate), ktery
ma molarni hmotnost piiblizng 3000 g'mol  a je dobie rozpustny ve vodé [35, 36].

1.5.2 Chemicka frakcionace

Metody chemické separace jsou posuzovany na zakladé rozdilné rozpustnosti organickych
slou¢enin V raznych rozpousStédlech a extrakénich cinidel, jejichz plsobenim dochézi
k extrakci fulvinovych kyselin (rozpustné v celéem rozsahu pH), huminovych kyselin
(rozpustné pii zvySeném pH) a huminu, které jsou zcela nerozpustné [12, 33].

Jednou z nejrozsifenéjSich a nejvyuzivanéjSich metod je tzv. Stevensonova alkalickd
extrakce s vyuzitim extrak¢niho ¢inidla NaOH a Na,COsz ve vodé. Dochazi k extrakci HK
a FK do roztoku a HU jsou soucasti pevného zbytku vzorku. Ziskany roztok je okyselen HCIl
na pH = 2 nebo mensi, coz zpusobuje vysrazeni HK, které se od roztoku FK odd¢li
centrifugaci. AvSak tato metoda ma nékolik nevyhod jako rozpousténi ¢erstvého organického
odpadu nebo oxidaci organickych slou¢enin pii kontaktu se vzduchem [12].

Mezi hydrolytické metody patii napiiklad extrakce horkou vodou, jejiz teplota vyrazné
ovliviiuje vlastnosti extraktu. Leinweber a kol. [37] prokazali, ze pida extrahovana horkou
vodou je z velké casti sloZzena ze sacharidii a sloucenin obsahujici dusik (zejména aminu).
Vytézky extrahovaného uhliku se pohybovaly od 1-5 hm. %, coz je az 18krat vyssi
ve srovnani s extrakci studenou vodou.

1.5.3 Chromatografie

Chromatografie je jedna z nejvyznamné&jSich separa¢nich metod, pomoci které se daji
stanovovat ionty, analyzovat plyny, separace anorganickych ¢i organickych latek.
Chromatografie je separacni proces, zalozeny na rozdélovani mezi dvé vzajemné nemisitelné
faze, pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni). Stacionarni fazi miZze tvofit pevna
latka nebo kapalina, kterd je zachycena v pevném materialu, mobilni fazi tvofi kapalina nebo
plyn. Molekuly, nachazejici se v mobilni fazi, jsou unaseny, ty, co se nachazeji v stacionarni
fazi, jsou nehybné a zlistdvaji na misté¢. Ma-li sloucenina vysokou afinitu ke staciondrni fazi
a malou afinitu k mobilni fazi, dochazi k tomu, Ze vSechny molekuly v systému ptechazi do
stacionarni fize a tato sloucenina tudiz nemigruje. Jestlize je tomu naopak a slou¢enina ma
vysokou afinitu k mobilni fazi, vS§echny molekuly pfechazi do faze mobilni, slouc¢enina je
unaSena chromatografickym systémem rychlosti toku mobilni faze. Tato latka pak opousti
systém v tzv. mrtvém cCase, coz je nejkratsi mozny Cas. Mezi dal$i moznost patii latka
s urc¢itou afinitou k obéma fazim, ktera se rozdé€li napil. Podle uspofadani stacionarni faze
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rozliSujeme chromatografii na sloupcovou a planarni, kam patii tenkovrstvd chromatografie

[38, 39].
Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je ptipad adsorpéni chromatografie, jejimz principem je déleni
latek ze smési na zaklad¢ rozdilné adsorpce. Zakladem je tenkd vrstva adsorbentu nanesena
na pevné podloZce a zpevnéna pojidlem. Nejéastéji pouzivané adsorbenty jsou silikagel nebo
alumina, vrstva je zpevnéna Skrobem nebo sddrou. Tato smés se umistuje na hlinikovou
podlozku nebo sklo.

Pro detekci se uziva cela fada metod, napt. osvétleni UV zafenim pii pouziti adsorbenti
s obsahem fluorescenéniho indikatoru nebo postiikem s vhodnym ¢inidlem.

Ptednosti TLC je jeji jednoduchost a rychlost vyvijeni, diky tomu slouZzi jako rychla délici
a identifika¢ni metoda, muzZe byt pouzita i k preparativnim tacelam [38, 39].

1.5.4 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetrie (TG) je metoda, pfi niz je méfena zména hmotnosti latky v zavislosti
na teploté. Lze ji zatadit mezi termické analyzy, kterymi jsou sledovany zmény jejich sloZeni,
popt. zmény jejich vlastnosti. V priabehu zahtivani vzorku dochazi k vyvolani nebo zméné
intenzity procesu, napf. chemické reakce, rozkladu, dehydratace, které mohou byt
doprovdazeny zménou hmotnosti, objemu, zménou vodivosti atd. Vysledkem je
termogravimetricka kiivka, kterd znazoriuje zavislost hmotnosti na teploté¢ nebo Case a lze
zni odecist teploty hmotnostnich zmén. Na ose Yy se nachazi jednotky hmotnosti nebo
procenta Ubytku hmotnosti, na ose X je teplota nebo ¢as. Termogravimetricka kiivka je
schopna fici, kolik rozkladnych reakci ve vzorku probiha, pfi jakych teplotach tyto reakce
zacinaji a kon¢i a kolik procent hmotnosti pti kazdé konkrétni reakci ubyva.

Termogravimetrie jako takova miize byt provadéna v riznych atmosférickych podminkach,
od termogravimetrie za bézného atmosférického tlaku, ale s ptitomnosti ruznych ptidavnych
plynt, az po termogravimetrii za vysokého tlaku nebo za vakua [40, 41].

1.5.5 UV/Vis spektrometrie

Zakladem viditelné a ultrafialové spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného
zateni (200 az 1000 nm) zfedénymi roztoky molekul. Pii absorpci dochdzi k excitaci
valenc¢nich elektroni, které jsou soucasti molekulovych orbitalli. Proto molekulova absorpéni
spektra v ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra.

Patii mezi nejstar$i fyzikalné-chemické metody. Tato metoda vynika ptesnosti, rychlosti
a citlivosti. Pomoci UV/Vis spektrometrie Ize identifikovat nezname latky (v kombinaci
s ostatnimi spektroskopickymi metodami) a stanovit koncentraci zndmych latek.

Huminové latky obsahuji chromofory, coz jsou funkéni skupiny obsahujici elektrony,
pfevazné aromatické kruhy odlisné substituované riiznymi typy funkcénich skupin vcéetné
fenold, karboxylovych kyselin atd., které mohou absorbovat elektromagnetické zafeni o urcité
vinove délce. HL maji vysokou schopnost absorbance v UV/Vis oblasti, proto miizeme pouZit
elektronova absorpéni spektra pro charakterizaci téchto (bio)koloidnich latek, a diky tomu
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ptiblizné urcit chemickou strukturu a odhadnout relativni miru substituce aromatického jadra
kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami (-COOH, -OH, —OR atd.) [13, 42, 43].

Z nam¢tenych absorpcénich spekter HL 1ze ziskat tzv. absorpéni koeficienty, které jsou
definovany jako poméry absorbanci pfi vhodné zvolenych vinovych délkdch. Diky nim
ziskdvame informace o huminovych latkach. Naptiklad pomér Ez/Ez ziskany z absorbanci
pti vinovych délkach 250 a 365 nm, se Casto pouziva jako ukazatel humifikace a molekulové
hmotnosti HL. Nizs§i hodnoty poméru E2/Es naznacuji pfitomnost struktur s vyssi
molekulovou hmotnosti a aromaticitou. Pomér E4/Es je znam jako index humifikace. Tento
absorp¢ni koeficient je definovan jako pomér absorbanci pfi vinovych délkach 465 a 665 nm
[44].

Absorpéni koeficient Eet/Eg; je definovan jako pomér absorbance tzv. pasu substituent
pfenosu naboje (253 nm) a benzoidniho pasu, ktery je definovan v oblasti vinovych délek
203-230 nm. Tento pomér slouzi pro odhad polarnich funkénich skupin (-COOH, —OH, atd.)
[44].
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Huminové latky jsou dlouho povazovany za komplexni agregaty odvozenych molekul
z degradované vegetace v pudé a sedimentech. Jako takové predstavuji vyzvu pro vSechny
zajemce 0 vymezeni jejich strukturalniho sloZeni. V pribéhu let bylo dosaZzeno mnoho
pokrokd ve strukturalnim pojeti jejich molekularni organizace a to diky novym technikam,
které slouzi k analyze slozitych organickych molekul [45].

Ma & Green [46] se ve své praci zabyvali studiem a charakterizaci organickych frakci,
které byly izolovany z komeréni HK Acros Organics. Jednotlivé organické frakce byly
ziskany z FK, kterd byla izolovana z komercni HK pii hodnoté pH extrakéniho Cinidla = 2.
Frakcionace vzorku FK byla realizovana pomoci chromatografie na tenké vrstvé, kdy jako
elucni ¢inidlo byla pouzita smés methanolu a ethylacetatu v objemovém poméru 2:1. Vyvijeni
jednotlivych zén obsahujicich organické frakce bylo ukon¢eno po uplynuti 50 min. Timto
zpusobem bylo ziskano celkem osm organickych frakci, z nichz tfi byly detekovany vizualné
a ostatni se jevily jako bezbarvé. K presné lokalizaci jednotlivych bezbarvych organickych
frakci na TLC desti¢ce tzn. poloh pfislusnych zon byla pouzita rtutova vybojka s maximem
zafivého toku pii 350-500 nm. Organické frakce byly desorbovany z povrchu silikagelu
pomoci MeOH o Cistoté¢ odpovidajici spektrometrickym stanovenim. Organické frakce byly
v této odborné praci charakterizovany pomoci UV/Vis a fluorescen¢ni spektrometrie. Mimo
jiné byly vypocteny retarda¢ni faktory Rf a procentudlni obsah jednotlivych organickych
frakci. Nejvice byly ve vzorku FK zastoupeny organické frakce jejichZ retardacni faktory byly
0 (misto naneseni vzorku) a 0,69. Na zdkladé vyhodnoceni EEM fluorescencnich spekter se
autorim podafilo zjistit, Ze organickd frakce A2 s hodnotou R~0 obsahuje vyhradné
fluorofory, které jsou v literatufe oznaCovany jako humic-like. Tato fluorescenéni maxima
byla lokalizovana v oblasti vlnovych délek emisni a excitatni osy (Aex/Aem)
435-465/519-533 nm. Druha hmotnostné nejvice zastoupend organicka frakce byla
charakterizovana ptitomnosti fluoroforti, které odpovidaji fluorescenénim maximim fulvic-
like a marine-like. VySe zminéna fluorescen¢ni maxima byla v EEM spektru lokalizovana v
oblasti vinovych délek 240-260/400-450 nm a 290-315/370-410 nm. Dale se autorum
podafilo zjistit, Ze mobilné&jsi organické frakce tzn. hodnota Rf v rozmezi 0,06-0,84 jsou
pfevdzné charakterizovany fluorofory, jejichz pozice je v EEM spektrech dana vlnovymi
délkami excitatni a emisni osy 274-281/314-316 nm. Toto fluorescenéni maximum je
V literatufe oznacovano jako tyrosin-like a ma ptivod v doposud nehumifikované organické
hmoté, kterd je v piimé souvislosti se slou¢eninami mikrobialniho pivodu. Na zakladé
provedené literarni reSerSe se autofi pokusili predikovat jednotlivé organické slouceniny
Vv analyzovanych frakcich. Podle autorti by se mohlo jednat v piipadé nejméné mobilni frakce
A2 o slouceniny, které maji svij puvod Vv latkach jako je riboflavin tetrabutyrat, kyselina
pulvinovd, bilirubin, chinizarin, kyselina xerokomova, FMN a FAD. Za specifickou
fluorescenci domény marine-like jsou pravdépodobné odpovédné slouceniny jako je
7-hydroxy-6-methoxy-3-methylchromon, 3-hydroxykumarin, 3-aminobenzoova kyselina, 4-
hydroxicynamova kyselina, gallova kyselina, pyridoxin a nystatin. Naproti tomu fulvic-like
fluorofory jsou pievazné tvotreny slouc¢eninami bifenylového typu, Sa-androstan-3-on, TMPO,
2-aminobenzoovou kyselinou a kyselinou salicylovou. Dale autofi ve své praci uvadéji, ze
fluorescenéni maximum oznacované jako tyrosin-like miize mit spojitost nejen s tyrosinem,
ale 1 napf. s taniny.
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Mirave & Orioli [47] se ve své praci zabyvali studiem mobility frakci HL v ptidnim profilu.
Za timto ucelem byla vybrana typickd argentinskd pida s obsahem organickych latek
5,5hm. %. HK byly izolovany z pudniho horizontu Al (svrchni humoézni horizont), jehoz
pudni reakce byla dle klasifikace FAO mirn¢ kyseld. K samotné izolaci HK byla autory
pouzita standardni metoda navrZzena mezindrodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek
IHSS. K ziskani nizkomolekularni (M,, < 10*Da), stiednémolekularni (10* < M,, <
105Da) avysokomolekularni (M,, > 10°Da) frakce HK byl zasadity roztok podroben
ultrafiltraci pfes membranovy filtr o ptfislusnych velikostech port. Po dialyze byly piislusné
roztoky vymrazeny a lyofilizovany. Frakcionace na tenké vrstvé byla v této praci nahrazena
pomoci ultrafiltrace roztoku HK. Jednotlivé frakce HK byly charakterizovany pomoci
absorpéniho koeficientu Ea/Ee, ktery je definovan jako pomér absorbanci pii 465 nm
a 665 nm. Dale byly organické frakce podrobeny charakterizaci pomoci infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci. A v neposledni fadé¢ byly vzorky studovany
pomoci isotachoforézy. Autofi v této praci uvadéji, Zze absorpéni koeficient E4/Es je silné
vazan na hodnotu stfedni molekulové hmotnosti, kdy se zvysujici se hodnotou M,, klesa
absorp¢ni koeficient E4/Es S pomérné vyznamnou hodnotou smérnice linearni regrese. Pomoci
FTIR analyzy bylo zjisténo, ze obsah karboxylovych funkénich skupin, jejichz specificka
absorpce je lokalizovana pii 1720-1700 cm !, pomémé dobfe koreluje s hodnotou stiedni
molekulové hmotnosti HK. Pomoci isotachoforézy bylo zjisténo, Ze stiedné
a nizkomolekularni frakce jsou charakterizovany vysokou mobilitou pii pH 7-10, a tudiz
muze dochazet v ptidnim ekosystému k ochuzovani piidniho roztoku o tyto organické frakce.

Khairy [48] se ve své praci zabyval studiem obsahu jednotlivych frakci huminovych
kyselin pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC). V této praci bylo studovano sedm
vzorktl pfirodnich HK a jedna synteticka HK, ktera byla pfipravena autooxidaci hydrochinonu
pfi pH 14. Piirodni HK byly extrahovany z hnédého uhli, dvou svrchnich horizonti pudy
Erica-Podzol a siln¢ humifikované raseliny, ktera je téZena v blizkosti jezera Diimmer
vseverni ¢&asti  Spolkové republiky Némecko. Vzorky HK byly rozpustény
v dimethylforamidu (DMF) o koncentraci 5 mg-ml*. Po Uplném rozpusténi HK byly vzorky
naneseny na TLC desticku s fluorescenénim indikatorem F254 nm. Vzorky HK byly
frakcionovany pomoci roztoku hydroxidu amonného a n-propanolu o koncentraci mobilni
faze (70:30 obj. %). Vsechny vzorky HK obsahovaly tfi frakce, jejichz obsah byl siln¢ vazan
na pouzité prirodni matrici a na metod¢ izolace HK resp. pH extrak¢niho ¢inidla. Huminova
kyselina izolovand z hnédého uhli byla charakterizovana nejvys$§im obsahem frakce 2 a 3.
Naproti tomu HK izolované z pidnich horizonti A a B se vyznacovaly velmi podobnymi
mnozstvimi jednotlivych frakci, jejichz poloméry frakciona¢nich zOn se nachazely v rozmezi
3,1-3,4 mm. Déle autor uvadi, Ze syntetickd HK byla charakterizovdna rovnéz tremi frakcemi,
avSak jejich diference v obsahu byla velmi mala. Mimo jin€ autor uvadi, Ze tento vzorek nebyl
rozdélen na jednotlivé zOny, ale spiSe tvofil jediny pas na sebe navazujicich frakei, pficemz
bylo obtizné stanovit hranice mezi jednotlivymi frakcemi f1-f3.

José M. Andrés a Clemente Romero [49] studovali surové a methylované fulvinové
kyseliny z lignitu, které byly podrobeny tenkovrstvé chromatografii na silikagelu za pouziti
simplexni metody k optimalizaci analytického sloZeni eluentu. Uhli, ze kterého byly ziskané
FK, bylo extrahovdno 0,5 M NaOH. Extrakt byl okyselen na pH = 1, pfi kterém byly
vysrazeny huminové kyseliny. Zbyvajici roztok byl koncentrovan a z ¢istych, rozpusténych
FK byly odstranény sodné ionty. Elementarni analyza FK byla: C 48,8 hm. %, H 3,8 hm. %,
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N 0,9 hm. %, O 46,5 hm. %, obsah kyselych funkénich skupin byl 6,75 mEq-g* COOH,
5,16 mEq-g ! fenolickych —OH a 6,28 mEq-g ! alifatického —~OH. FK byly methylovany
pomoci tii po sobé jdoucich krokiu dimethylsiranem a uhli¢itanem draselnym v butanolu.
Piebytek cinidla byl hydrolyzovan zfedénym roztokem HCI, organicka faze obsahujici FAm
byla extrahovana vodou do odstranéni anorganickych soli, nasledné¢ bylo rozpoustédlo
odpafeno ve vakuu. Elementarni slozeni FAm bylo: C 56,4 hm. %, H5,8hm. %,
N 0,7 hm. %, O 37,1 hm. %. Po tficetiminutovém suseni silikagelovych desticek byl na né
nanesen vzorek a desticky byly umistény do elu¢ni smési, kde byly ponechdny do dosaZeni
10 cm od cela aplikace. Behem nésledného suseni a skenovani paprskem denzitometru bylo
zjisténo vyvinuti dvou frakci na kazdé desce. Piipravny TLC byl rozdélen do dvaceti sekci,
kazda 0,5 cm Siroka, silikagel z kazdé sekce byl odstranén. U FA kazda oddé¢lena sekce byla
smichana s vodou a filtrovana k odstranéni silikagelu, po pfidani KBr k filtratu byl roztok
odpaten ve vakuu. Vysledny praSek byl susen a slisovan do formy KBr tablety. Kazdé sekce
FAm byla umisténa do malé trubky spoleéné¢ s matrici KBr, po ptidani acetonu doslo
k odpateni a vytvoreni koncentrace vzorku v horni ¢asti matrice, po kterém doslo k suSeni a
lisovani KBr tablety. Autofi uvedli, Ze kvantitativni méfeni ploch pomoci denzitometru bylo
obtizné kvili pfitomnosti neizolovanych skvrn, ale spiSe souvislého profilu. Nejlepsi sloZeni
optimalni zény pro provedeni preparativni TLC FA bylo 0,6 obj. % toluenu, 51,4 obj. %
acetonu, 21,7 obj. % n-butanolu a 20,3 obj. % kyseliny octové. Nejvice reprodukovatelné
slozeni optimalni zony pro FAm bylo 55,6 obj. % n-hexanu, 3,8 obj. % toluenu, 34,5 obj. %
n-butanolu. Ziskané vysledky o slozeni FA ukazuji, ze hlavni sloZkou jsou polysacharidové
latky. Frakcionace se hiife provadéla na FAm, kvili snizené polarité, ktera brani dobrému
oddéleni slozek.

Woelki a kol. [50] se ve své praci zabyvali HPLC frakcionaci HK extrahovanych z pudy
a ze sodnych soli HK, jejich cilem bylo dosahnout zlepSené separace HL, pii jejich
maximalnim obnoveni, pro dal$i spektroskopickou analyzu a pro zkoumani strukturni
dynamiky jednotlivych frakci huminovych latek. V této praci bylo pouzito devét vzorki HK
s riznou kontaminaci, dva vzorky byly extrahovany pobliz Lipska, sedm bylo extrahovano
z pudy v ur¢itych vzdalenostech od feky nachazejici se v regionu Bitterfeld. Pro HPLC
frakcionaci byly vzorky sodnych soli HK rozpustény ve vodg, extrahované HK byly
rozpustény v 0,01 M NaOH pomoci ultrazvukové lazné. Autorim se podafilo zjistit, ze
obnova sodné soli HK v zavislosti na poc¢tu po sobé& jdoucich chromatografickych separaci
roste z 87,8-91,4 %. Béhem procesu se uplatiiuje postup Cisténi, ktery byl béhem série
po sobé jdoucich méfeni uplatnén tiikrat. Béhem procesu extrakce z piidy byly HL filtrovany
ptes 0,45 pm membranovy filtr. Diky vynikajicim vysledkim by metoda HPLC mohla byt
pouzivand pro monitorovani Zivotniho prostfedi. Pro zkoumdni strukturni dynamiky
v pudnich  frakcich byly vSechny vzorky oddéleny gradientovym programem
(acetonitril:voda), vSechny vzorky obsahovaly nejméné pét frakci bez ohledu na ptavod nebo
kontaminaci HL. Pomoci reverzibilni chromatografie byly potvrzeny konformacni studie
proteini, které odhalily reverzibilni zmény v sekundarni struktufe. Bylo prokazano, Ze mize
hydrofobni matrice spolu s nepolarnim rozpoustédlem denaturovat protein. Hydrofobicita
huminovych molekul se odpovidajicim zplsobem zvySuje a separace HL pomoci RS
chromatografie je ovlivnéna zménou hydrofobicity v disledku naruSeni tercialni struktury.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie

e vzorek huminové kyseliny (HK) a fulvinové kyseliny (FK) — standard IHSS
Pahokee Peat;

methanol p.a., vyrobce Sigma Aldrich;

ethylacetat, vyrobce Sigma Aldrich;

TLC Al folie, vyrobce Sigma Aldrich;

0,1 M NaOH, vyrobce Sigma Aldrich;

Na;HPO4-2H,0, NaH2PO4-2H0, vyrobce Sigma Aldrich.

3.2 Pouzité pristroje

vahy, d=0,01 g, (MERCI, s.r.0.);

elementarni analyza CHNS/O — Euro Vector EA 3000;
termogravimetricky analyzator TG Q5000, TA Instruments;

Hitachi U3900H — UV/Vis spektrometr;

pozorovaci box s UV zdrojem zafenti;

Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc — FTIR spektrometr;
Fluorescen¢ni spektrometr (steady-state) Edinburgh Instruments FS5.

3.3 Zakladni fyzikalné-chemicka charakterizace

Vsechny vzorky huminovych a fulvinovych kyselin byly charakterizovany metodou
elementarni analyzy (EA), termogravimetrické analyzy (TGA), molekulovou absorpéni
spektrometrii v ultrafialove a viditelné oblasti zateni (UV/Vis) a infracervenou spektrometrii
s Fourierovou transformaci (FTIR), diky kterym bylo mozné charakterizovat strukturu
a vlastnosti jednotlivych HL.

3.3.1 Elementarni analyza

Pomoci elementarniho analyzatoru EA 3000 bylo zjisténo prvkové slozeni vzorkl
huminovych a fulvinovych kyselin. Kalibrace elementarniho analyzatoru byla provedena
pomoci standardu 4-amino-benzen-sulfonamidu. Navazené vzorky byly spaleny v kyslikové
atmosféfe pii pracovni teploté reaktoru 980 °C. Elementarni sloZeni bylo zjisténo pomoci
vyhodnocovaciho programu Callidus, verze 5.1. Ziskané elementarni sloZeni bylo pfepocteno
na atomova procenta (at. %).

3.3.2 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetricka analyza byla provedena pro vSechny vzorky, tj. Pahokee Peat HK
a FK. Byl pouzit pfistroj TA Instruments TGA QS5000, jehoZz vysledky méfeni byly
zaznamenavany pocitaCovym softwarem. Vzorky HK a FK byly spaleny z laboratorni teploty
na koneé¢nou teplotu 800 °C v atmosféie vzduchu s pritokem 50 ml-min* a s rychlosti ohfevu
pece 10 °C-mint. Z namé&fenych dat byl stanoven obsah nespalitelného podilu (tj. popela)
a celkove vlhkosti.
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3.3.3  UV/Vis spektrometrie

Podstatou UV/Vis spektroskopie je absorbance ultrafialového a viditelného zafeni, tedy
oblasti 200 az 1000 nm. Tato metoda byla vybrana k fyzikalné-chemické charakterizaci
vzorkli HK a FK. Na zaklad¢ provedené literarni reSerSe byly vybrany nasledujici absorpcni
koeficienty: Ex/Es, E4/lEs a Egr/Esz;, cozjsou poméry absorbanci pii vhodné zvolenych
vinovych délkach. Pomér E4/Ee ziskany z absorbanci pii vinovych délkach 465 az 665 nm, se
nazyva humifika¢ni index. Byly ptipraveny roztoky HL o koncentraci 10 a 50 mgl?
ve standardnim fosfatovém pufru o hodnoté pH 7, smés Na;HPO4-2H,0O a NaH2PO4-2H,0
vV poméru 1:1,79.

Takto ptipravené roztoky HK a FK byly proméfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi
U3900H Vv rozmezi vinovych délek 200-800 nm v kiemenné kyveté SUPRASIL®, s optickou
drahou 1 cm.

3.3.4 FTIR spektrometrie

Infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci byla v této bakalaiské praci pouzita
k zakladnimu screeningu téchto biokoloidnich latek (informace o struktufe, povaze, obsahu
jednotlivych funk¢nich skupin, at’ uZ mame na mysli reaktivni funkéni skupiny ¢i zakladni
stavebni jednotky HL). DRIFT spektra vzorkit HL byla namétena na FTIR spektrometru
Nicolet iS50. VsSechna infratervena spektra HL byla zméfena v rozmezi vIno¢ta
4000-400 cm™! s rozlisenim 8 cm a s celkovym poétem akumulovanych skentl 512. Déle je
nutné podotknout, ze metoda méfeni DRIFT spekter nezpusobuje de-protonaci kyselych
funk¢énich skupin HL, jak je tomu v pfipadé pouziti transmisni techniky, kdy vzorek je lisovan
pii vysokych tlacich (= 80 kN-cm ™) ve smési s KBr.

3.4 Postup pripravy vzorka organickych frakci HL pro TLC chromatografii

Ze sypkého vzorku HK bylo nejprve potieba piipravit roztok, ktery by bylo mozné nanaset
na TLC folii. Vzorek HK byl rozpustén v 1 ml methanolu, pfi¢emz vznikl tmavé hnédy
roztok, ktery byl aplikovan na TLC folii pomoci sklenéné kapilary. Po odpafeni methanolu
(ptes noc), se TLC folie nechala vyvijet ve sklenéné nadob¢, na jejimz dné byl filtracni papir
nasakly ve smési methanolu a ethylacetatu (2:1). Chromatograficky zaznam byl vyvijen
po dobu 50 min. Po této dobé se TLC folie nechala uschnout. Pod UV lampou bylo
pozorovano sedm zén, které odpovidaji jednotlivym studovanym organickym frakcim
(pojmenovany HKEA — HKEG). Kazda skupina byla individudlné odstranéna z desti¢ky
a extrahovana pomoci methanolu pro UV/Vis spektrometrii. Celd skupina spektra byla
méfena v methanolu. Stejny postup byl aplikovan u FK. Pod UV lampou bylo pozorovéano
v porovnani s HK pouze 5 zon, které odpovidaji jednotlivym rozdélenym organickym frakcim
(tyto frakce byly oznaceny jako FKEA — FKEE).

3.5 UV/Vis spektrometrie organickych frakci HL
Z ptipravenych roztokt organickych frakci HL byly nameétfeny jejich UV/Vis spektra,

ze kterych byly nasledné vypocteny absorpcni koeficienty Eet/Ep; a E2/Es. Absorpcni
koeficient E2/Es je definovan jako pomér absorbanci pii 250 a 365 nm. Méteni UV/Vis
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spekter téchto vzorkl probihalo pfi stejném experimentalnim nastaveni UV/Vis spektrometru
Hitachi U3900H (viz. podkapitola 3.3.3)

3.6 Fluorescen¢ni spektrometrie organickych frakei HL

Podstatna ¢ast této bakalaiské prace je vénovana studiu organickych frakci izolovanych ze
standardi HL Pahokee Peat pomoci ustalené (steady-state) fluorescen¢ni spektrometrie.
Organické frakce byly zméfeny na steady-state fluorescencnim spektrometru Edinburgh
Instruments FS5® s nastavenou $itkou §térbin excitaéniho a emisniho monochromatoru 4 nm
v kiemenné kyveté SUPRASIL® pro fluorescenéni spektrometrii s optickou drahou 1 cm.
Emisni fluorescencni spektra roztokd organickych frakci ptipravenych podle postupu
viz. podkapitola 3.4 byla zméfena v rozsahu vinovych délek 300-600 nm pii konstantni
vlnové délce excitacniho zafeni 280 nm.

Fluorescen¢ni koeficient podle Zsolnaye (HIX) [51] byl ziskan z poméru ploch emisniho
spektra organické frakce, kde pfislusné plochy A1 a A4 jsou vypocteny jako plosné integraly
v rozmezi vinovych délek 435-480 nm (plocha As) a 300-345 nm (plocha A:). K tomuto
ucelu byla pouzita emisni fluorescenéni spektra ptipravenych organickych frakci.

Hodnoty fluorescencnich intenzit (Ir) byly korigovany pomoci matematického aparatu
navrzeného Lakowiczem [52] k odstranéni IFE prvniho a druhého druhu organickych frakci
HL.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Elementarni analyza standardi HL Pahokee Peat

Standardy HL, které byly pouzity v této bakalaiské praci k frakcionaci organicke hmoty
pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC), byly podrobeny zakladni fyzikalné-chemické
charakterizaci pomoci elementarni a termogravimetrické analyzy. Vysledky obsahu
biogennich prvki, sorbované vlhkosti a obsahu nespalitelného podilu, tj. popela jsou uvedeny
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Elementdrni sloZeni standardit HL Pahokee Peat v at. %, atomové poméry H/C
a O/C, obsah popela a celkové vlhkosti

Vaorek Elementarni sloZeni v at. % HiC o/C popel vihkost
c v N 0 (hm. %) (hm. %)

PANOKES 4323 4216 195 1266 098 029 115 695

Peat HK

Pahokee 3540 4250 1,35 2076 120 059 68 939

Peat FK

Diive, nez se budeme vénovat diskuzi dosazenych vysledkli je na tomto misté nutné
podotknout, Ze elementarni slozeni standarda HL je v Tabulce 2 uvedeno v atomovych
procentech (at. %). A to z divodu, ze pii pouziti hmotnostnich procent (hm. %) by obsah
vodiku byl velmi podhodnocen vlivem jeho nizké atomové hmotnosti.

Jak je z Tabulky 2 zfejmé, standardy HL jsou pievazné tvofeny uhlikem, vodikem
a kyslikem. Naproti tomu z ostatnich sledovnych prvka byl dusik ptitomen v minoritnim
mnozstvi a sira nebyla ve vzorcich detekovana viibec. Absence siry ve vzorcich HL zejména
HK by mohla byt vysvétlena tim, Ze v této bakalafské praci byla pouzita GC kolona, ktera
umoziuje stanoveni tohoto biogenniho prvku v minimalni hmotnostni koncentraci 0,5 hm. %.
Z naméfenych vysledku je ziejmé, ze HK Pahokee Peat je v porovnani s FK Pahokee Peat
tvofend vy$$im obsahem kysliku, ktery je pfevdzné vazan s obsahem kyselych funkénich
skupin, jako jsou karboxylové a —OH fenolické skupiny, rovnéz piichazeji v Uvahu i alkoxy
skupiny tzn. —OCHzs. Rovnéz je na tomto mist¢ nutné podotknout, Ze mnoho autord dava ve
spojitost obsah dusiku s mikrobialni aktivitou béhem humifika¢niho procesu. Obsah vodiku
byl v ptipadé téchto HL prakticky totozny, jelikoz diference mezi nimi byla pouhych 0,34 at.
%. Z vysledk uvedenych v Tabulce 2 je zifejmé, Ze vlhkost HL se pohybovala v rozmezi
7,0-9,4 hm. %. Vyssi vlhkost FK je pravdépodobné zplsobena vys$§im obsahem polarnich
funk¢énich skupin, které hraji kliCovou roli v sorpci vzdusné vlhkosti na povrchu vzorku.
nespalitelného podilu byl stanoven na 1,2 hm. %. Obecné muzeme fici, Ze obsah
anorganickych piimési, tj. popela je zavisly na zvolenych purifika¢nich krocich b&hem izolace
HL z pfirodni matrice. Toho si mizeme povSimnout v piipad¢ standardu FK, ktery nebyl
precistén pomoci smési roztoktt HCI-HF, jelikoz FK jsou dle standardniho postupu izolace
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HL dle mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek ITHSS izolovany pomoci
hydrofobnich pryskytic XAD-8 a DAX-8.

Z vypoctenych hodnot elementarniho slozeni byly ziskany atomové poméry H/C a O/C,
které jsou dobrymi indikatory fyzikalné-chemickych vlastnosti HL jako je stupeni aromaticity,
obsahu kyselych funkénich skupin a hydrogenace. Ziskané atomové poméry jsou
sumarizovany v Tabulce 2. Jak je z hodnot atomového poméru H/C zfejmé, standard HK
v porovnani se svoji fulvinickou frakci vykazoval niz$i hodnotou tohoto atomového poméru,
ktery je indikdtorem stupné aromaticity a miry dehydrogenace. Z tohoto diivodu muzZeme
konstatovat, Ze studovany standard HK je charakterizovdn vy$$i mirou aromaticity
a dehydrogenace v porovnani s FK. Déle, vysokad hodnota atomového poméru O/C v piipadé
FK Pahokee Peat svéd¢i o vyS§im obsahu kysliku obsahujicich funkénich skupin, kam
zpravidla fadime karboxylové, —OH fenolické, —OR alkoxylové a —O- etherové funkéni
skupiny. Tyto vysledky jsou v dobré shodé se zavéry UV/Vis a FTIR spektrometrie.

4.2 UV/Vis spektrometrie standardi HL Pahokee Peat

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického
zafeni (UV/Vis) patii mezi zakladni instrumentalni techniky studia a charakterizace HL
a DOM. K tomuto ucelu byly navrzeny tzv. absorpéni koeficienty, které jsou definovany jako
pomeéry absorbanci pii vhodné zvolenych vinovych délkach. Obecné miizeme fici, ze tyto
koeficienty v sobé& odrazi stfedni molekulovou hmotnost M,,, , aromaticitu, stupeit humifikace
a miru substituce aromatickych struktur kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami (—-COOH,
—OH a —OCHgzs) studovanych HL a DOM. Tyto absorp¢ni koeficienty jsou vyrazné citlivé na
hodnotu pH prostiedi, a proto byly studované vzorky HL méfeny pii konstantni hodnoté pH
Vv prostiedi fosfatového pufru o hodnoté pH ~ 7.

Vypoctené absorpéni koeficienty Eet/Eg;z, E2/E4, Eo/Ez a E4/Es resp. Ques/ess jSOu uvedeny
v Tab. 3.

Tabulka 3: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientu

Absorp¢ni koeficient

Vzorek
Eet/Eg; EJ/E3 EJ/E4 E4/Ee
HK 0,79 2,82 6,49 5,08
FK 0,73 4,24 13,19 8,50

Z Obr. 5 (viz. kapitola Pfilohy) je ztejmé, Ze vSechna UV/Vis spektra studovanych HL byla
charakterizovana kvaziexponencialnim prubéhem s dominantni absorbanci v oblasti UVC
a UVB ultrafialového zéfeni. Z vypoctenych hodnot absorp¢nich koeficientd vyplyva, ze
studované HL jsou charakterizovany obvyklymi hodnotami absorp¢nich indext, které
odpovidaji HL izolovanych z kaustobiolita [52]. Hodnota absorp¢niho koeficientu Eet/Eg;
vzorku HK dava tusit, ze tento vzorek obsahuje ve své struktuie vice aromatickych jednotek,
které jsou substituovany kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami, jako jsou karboxylové
a—OH fenolické. Naproti tomu byl standard FK charakterizovan nizsi hodnotou tohoto
absorp¢niho koeficientu, a proto se mizeme domnivat, Ze tento vzorek obsahuje vice
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alifatickych substituentli na karboxylovych resp. —OH fenolickych skupinach. Tento zavér je
v dobré shodé s vysledky ziskanymi pomoci infradervené spektrometrie, kde v DRIFT spektru
byl lokalizovan absorpéni pas, ktery odpovida valenéni symetrické vibraci C=0 vazeb v aryl-
esterech (Ar—-O—CHs).

Ostatni absorp¢ni koeficienty, které jsou uvedeny v Tab. 3 jsou ptevazné ukazateli
aromaticity, stupné¢ humifikace a stfedni molekulové hmotnosti. Z vypoctenych hodnot
absorp¢nich koeficientd E2/Es, E2/E3 a E4/Es je ziejmé, ze vzorek standardu HK se vyznacuje
vys§i aromaticitou, sttedni molekulovou hmotnosti a vy$$im stupném humifikace v porovnani
s FK izolovanou ze stejné pfirodni matrice. V pfipadé, kdy je absorbance vzorku HL
v rozmezi vinovych délek 500-700 nm pi#ili§ nizka, absorp¢ni koeficient E4/Ee se stava méné
citlivym K strukturnim zménam téchto biokoloidnich latek. Proto je vhodné pouzit absorpéni
koeficient Eo/Es4, ktery je definovan jako pomér absorbanci pfi 265 nm a 465 nm. Toho si
mizeme povsimnout v Obr. 5 v pfipadé vzorku Pahokee Peat FK, kde se absorbance
v piislusnych vinovych délkach blizi limitné k nule.

4.3 FTIR spektrometrie standardi HL Pahokee Peat

Na Obr.6 jsou uvedena infraCervena DRIFT spektra standardi HL Pahokee Peat
dodavanych spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek IHSS (International Humic
Substances Society). Infracervena spektra téchto ,,bio-koloidii“ byla méfena pomoci FTIR
modulu difuzni reflektance (Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy),
diky které nedochazelo ve vzorcich k deprotonaci, resp. dekarboxylaci kyselych funkénich
skupin (—-COOH a fenolické —OH), jak by k tomu pravdépodobné dochazelo v piipadé
standardné pouzivané metody lisovani KBr tablety (transmisni metoda). Podle Davise a kol.
[53], dochazi pii lisovani KBr tablety se vzorkem HL vlivem vysokych tlakf (p > 6 t-cm2)
k iontové vyméné mezi vodikovymi kationy a kationem pouzité soli tzn. K* anebo Na,
a tudiz mize dochazet k nezddoucimu sniZeni intenzity absorpcniho pédsu v oblasti vinocti
1720-1700 cm %, ktery odpovid4 valenéni symetrické vibraci C=0O vazeb v karboxylovych
funkénich skupinach. DRIFT spektra jsou vyjadiena v linearnich jednotkach Kubelka—Munk,
které odpovidaji jednotkam absorbance ve spektru méteného transmisni technikou.
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Obrazek 6: DRIFT spektra standardzi HL

Siroky a intenzivni absorpéni pas lokalizovany v oblasti vlno&ti 3500—-3200 cm™* odpovida
valen¢ni symetrické vibraci O-H a N-H vazeb v karboxylovych kyselinach, sekundarnich
amidech, alifatickych alkoholech a fenolech. Mén¢ intenzivni absorpéni pasy lokalizované pfi
2951 cm™* a 2940 cm ™! jsou zpravidla pripisovany valenéni asymetrické vibraci C—H vazeb
v methylenovych skupinéch. VVzorek standardu FK byl charakterizovan absorpénim pasem pfi
2981 cm™t, ktery je obvykle pfipisovan valenéni asymetrické vibraci C-H vazeb
v methylovych skupinach. Tento vysledek je v dobré shodé s absorpénim koeficientem
Eet/Egz, ktery byl v ptipad¢é tohoto vzorku nizsi v porovnani se standardem raSelinis$tni HK.
Pritomnost —CH3 funkénich skupin byla v infraervenych spektrech standardi HL potvrzena
absorpénim pasem pti 1380 cm™?, ktery je vyhradné piipisovan symetrické deformaéni vibraci
C-H vazeb v methylovych skupinich. Tento vibra¢ni mod je v odborné literatufe ozna¢ovan
jako destnikova vibrace. Ostry a velmi intenzivni absorpéni pas lokalizovany pii 1722 cm™
odpovida wvalen¢ni symetrické vibraci C=0 vazeb v karboxylovych kyselinich
substituovanych na aromatech. Jelikoz je tento absorpcni pas posunut kK vyssim vinoctim, tak
ptichazeji v Gvahu i konstituéni jednotky jako jsou aryl-estery. Tento absorpéni pas je vice
intenzivni v piipad¢ standardu FK, a proto se miizeme domnivat, ze tento vzorek obsahuje
vice —COOH funk¢nich skupin. Pfitomnost karboxylovych skupin byla rovnéz potvrzena
pomérné intenzivnim a Sirokym absorpénim pasem pii 2623 cm L, ktery odpovid4 valenéni
symetrické vibraci O—H---O vazeb, tvofici ve struktufe HL dimerni formy karboxylovych
skupin. Dale v infracervenych spektrech standardd HL mizeme nalézt absorpéni pas pii
1230 cm™?, ktery je zpravidla piisuzovan valenéni symetrické vibraci C-O vazeb
v karboxylovych kyselinach. V infraéervenych DRIFT spektrech standarda HL si nelze
nepovsimnout absorpéniho pasu lokalizovaného v oblasti vlnoéti 3085-3078 cm?, ktery je
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vyhradné pfisuzovan valenéni symetrické vibraci C—H vazeb v aromatickych jednotkach
studovanych HL. Ostry absorpéni pas s proménlivou intenzitou, jenz byl lokalizovan pfii
1607 cm™?, je obvykle pfisuzovan valenéni symetrické vibraci C=C vazeb v aromatickych
jednotkach HL. Tato hypotéza je rovnéz potvrzena méné intenzivnim absorpénim pasem pfi
1515cm™t, ktery odpovidd valenéni symetrické vibraci C=C vazeb v aromatickych
prekurzorech ligninu. Tento absorp¢ni pas byl identifikovan pouze ve vzorku HK. V piipadé
obou standardt HL byl v jejich DRIFT spektrech identifikovan absorpéni pas pii 1045 cm ™,
ktery je pfipisovan valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb v sekundarnich alkoholech.

4.4 Kuvalitativni vyhodnoceni TLC chromatografie

Z jednotlivych chromatografickych zén pozorovanych na TLC desti¢ce, které odpovidaji
organickym frakcim pfitomnych v HL Pahokee Peat, byly vypocteny jejich piislusné
retardacni faktory Rs V ptfipad¢ organickych frakci, které se na chromatografické destic¢ce
jevily jako bezbarvé, byla pro jejich vizualizaci pouzita pozorovaci komora s UV svétlem
(viz. Obrazek 9 v kapitole Ptilohy). Vypoctené retarda¢ni faktory jsou uvedeny v Tabulce 4
a5. Z namétenych vysledkd a pozorovani je zfejmé, ze vzorek standardu HK v porovnani
se standardem FK obsahuje takové organické frakce, které jsou silnéji poutany k adsorbentu
TLC desticky, kdy jejich nizkd mobilita je reprezentovana nizkymi hodnotami retardac¢nich
faktorti. Mimo jiné si v Tabulce 4 a5 nelze nepovsSimnout, ze nékteré frakce organickych
slou¢enin studovanych HL maji velmi podobné hodnoty Rt. A proto se mizeme domnivat, ze
tyto frakce maji podobné fyzikaln¢-chemické vlastnosti.

Tabulka 4: Retardacni faktory organickych frakci HK

Organické frakce HKEA HKEB HKEC HKED HKEE HKEF HKEG

Rt 0,07 0,18 0,40 0,50 0,76 0,91 1,00

Tabulka 5: Retardacni faktory organickych frakci FK

Organické frakce FKEA FKEB FKEC FKED FKEE

Ry 0,04 0,48 0,65 0,79 1,00
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Obréazek 7: TLC chromatogramy organickych frakci standardii Pahokee Peat
4.5 UV/Vis spektrometrie organickych frakci HL

UV/Vis asteady-state fluorescencni spektrometric byla v této bakalaiské praci pouzita
k vypoctu absorpénich koeficientd Eet/Egz, E2/Es a humifika¢niho indexu HIX jednotlivych
organickych frakci standardu HL Pahokee Peat, které byly ziskany pomoci chromatografie na
tenke vrstvé. Vypoctené absorpéni koeficienty Eet/Egz, E2/Es a humifikaéni index HIX jsou
uvedeny v Tabulce 6 a v Tabulce 7.

Tabulka 6: Vypoctené absorpcni koeficienty a humifikacni index pro HK

Absorpéni koeficienty

Organicka frakce HIX
Eet/Eg: E2/E3
HKEA 0,55 4,28 0,38
HKEB 0,73 3,90 7,64
HKEC 0,66 4,53 7,22
HKED 0,46 6,30 0,57
HKEE 0,46 5,62 0,56
HKEF 0,38 4,94 0,04
HKEG 0,27 11,50 0,03
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Tabulka 7: Vypoctené absorpcni koeficienty a humifikacni index pro FK

Absorpéni koeficienty

Organicka frakce HIX
Eet/Eg: E2/E3

FKEA 0,82 5,48 27,44

FKEB 0,72 6,15 26,09

FKEC 0,34 — 0,07

FKED 0,40 5,83 0,03

FKEE 0,31 7,00 0,004

Naméiena UV/Vis spektra organickych frakci byla charakterizovana kvaziexponencidlnim
prubéhem, ktery je piiznacny pro rozpusténou organickou hmotu DOM (viz. Obrazek 10
Piilohy). Jak je patrné z vysledki uvedenych v Tabulce 6 a 7, organické frakce vykazuji
typické hodnoty absorpcnich koeficienti DOM izolovanych z kaustobiolitickych ptirodnich
matric (raseliny, lignitu a leonarditu). Z vypocteného absorpéniho koeficientu Eet/Eg; je
ziejmé, Ze organické frakce HL (HKEB, HKEC, FKEA, FKEB) jsou charakterizovany vyssi
mirou substituce aromatického jadra kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami jako jsou —
COOH, —OH a—OR. Jinymi slovy byly tyto organické frakce charakterizovany vyssi
polaritou v porovnani s organickymi frakcemi, které byly eluovany na TLC nejdiive resp.
nejrychleji. Déle si v Tabulce 6 a 7 muzeme povSimnout, Ze mira substituce aromatickych
struktur polarnimi funkénimi skupinami klesala s rostoucim retardacnim faktorem R
jednotlivych organickych frakci. V piipadé organickych frakci HKEF, HKEG, FKED a FKEE
mohou nizké hodnoty tohoto absorpéniho koeficientu také znamenat vysSi substituci
aromatickych struktur nepolarnimi skupinami, jako jsou zejména —CHs piipadné alifatickymi
fetézci, které maji pravdépodobné ptivod v latkach jako je bitumen ¢&i lipidickych stavebnich
jednotek HL.

V piipadé organickych frakci izolovanych z HK se absorp¢ni koeficient Eo/E3 pohyboval
v rozmezi 3,9-11,5. Naproti tomu organické frakce izolované z FK byly charakterizovany
uzsim rozpétim hodnot tohoto absorpéniho koeficientu, to znamena i uzsi distribuci stfedni
molekulové hmotnosti M,,. Z vysledkii uvedenych v Tabulce 6 a7 je patrné, Ze nejvyssi
molekulovou hmotnosti a aromaticitou byly charakterizovany organické frakce HKEA,
HKEB a FKEA, které se nachazely v blizkosti startovni ¢ary TLC chromatogramu. Z tohoto
diuvodu se miizeme domnivat, ze vy$$i molekulova hmotnost a aromaticita organickych frakci
stupném aromaticity a sttedni molekulové hmotnosti se vyznacovaly posledni frakce, které
byly lokalizovany v blizkosti ¢ela TLC desti¢ky. Obecné mizeme konstatovat, Ze vzorek HK
byl charakterizovan vyssi polydisperzitou konstitu¢nich jednotek supramolekuly.

Humifikaéni index HIX je definovan jako pomér dvou ploch pod emisnim spektrem pii
vhodné zvolenych regionech vinovych délek. Tento index je velmi dobrym indikatorem
odhadu aromaticity DOM. Z vypoctenych hodnot humifika¢niho indexu HIX je patrné, ze
aromaticita organickych frakci izolovanych z HL Pahokee Peat se snizovala s rostoucim
retardaénim faktorem Ryf. Tyto z&véry jsou v dobré shodé s vysledky potfizenymi pomoci
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steady-state fluorescencni spektrometrie, ve kterych byly analyzovany fluorofory huminového
a nehuminoveho charakteru (tyrosin-like a tryptofan-like).

4.6 Fluorescen¢ni spektrometrie organickych frakei HL

V dnesni dobé¢ je ustalena fluorescenéni spektrometrie (Steady-state) povazovana za jednu
z nepostradatelnych instrumentélnich technik v oblasti studia a charakterizace HL, DOM,
hDOM aj. Tato spektrometricka technika nam poskytuje mnoho cennych informaci o puvodu,
genezi, obsahu jednotlivych strukturnich jednotek, mnozstvi substituentli uplatiujicich
elektron-donorni  a elektron-akceptorni  efekt, ,bio-molekularni“ heterogenitu, stupen
aromaticity, resp. kondenzace aromatického jadra HL.

Veskeré¢ organické frakce HL pouzité v této bakalaiské praci byly podrobeny zékladni
charakterizaci pomoci ustdlené fluorescencni spektrometrie, resp. méfeni jejich emisnich
fluorescencénich spekter. RovnéZ je na tomto misté nutné podotknout, Ze vSechna namétena
fluorescenéni spektra resp. jejich intenzity fluorescence byly korigovany pomoci
matematického aparatu navrzeného Lakowiczem [51], ato z divodu silného vnitiniho
filtraéniho efektu roztokli organickych frakci HL. Hlavnimi divody pro¢ by mél byt vnitini
filtra¢ni efekt prvniho a druhého druhu korigovan je fakt, ze IFE (Inner filter effect) ovliviiuje
nejen vyslednou intenzitu fluorescence (If), ale i vypoétené hodnoty fluorescenénich indext
napi. HIX a v neposledni fad¢ zejména polohu fluorescen¢nich maxim v emisnich spektrech.
Opomenutim tohoto fenoménu bychom se dopustili v ptipadé vyhodnoceni a nasledné diskuzi
experimentalnich dat zdvaznych zkresleni ¢i chybnych interpretaci. Vnitini filtracni efekt byl
v této bakalarské praci korigovan podle Lakowicze, jehoz matematicky zapis je definovan
rovnici:

X 100;5(Aex+Aem)' (1)

F, corr obs

kde Fobs je experimentalné zjisténa intenzita fluorescence, Aex je absorbance pii excita¢ni
vinové délce v nasem piipadé Aex=A2g80 nm, Aem je absorbance pfi emisni vinové délce v nasem
piipadé je dana rozmezim Aem=A300-600 nm @ Fcorr j& KOrigovana intenzita fluorescence.

Jednou z fundamentalnich metod, jak mohou byt HL a DOM charakterizovany, je méteni
jejich emisnich spekter. Po korekci IFE byly z naméfenych emisnich spekter organickych
frakci ode¢teny polohy fluorescen¢nich maxim a jejich pfislusnych intenzit Ir (max), které
jsou sumarizovany v Tab. 8 av Tab. 9.
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Tabulka 8: Polohy a intenzity prislusnych maxim HK

_ fulvic-like marine-like tryptofan-like tyrosin-like
Organicka
frakce A Ir A Ir A Ir A Ie
(nm) (CPS) (m) (CPS) (nm) (CPS) (nm) (CPS)
HKEA 518 0,20 — — — - 309 1,00
HKEB 520 1,00 — — — — 308 0,20
HKEC 504 1,00 — — — - 308 0,46
HKED 458 0,14 — — — — 309 1,00
HKEE - — 408 0,21 — - 309 1,00
HKEF — - — — 324 0,73 309 1,00
HKEG — - - — 323 0,70 309 1,00

Tabulka 9: Polohy a intenzity prislusnych maxim FK

) fulvic-like marine-like tryptofan-like tyrosin-like
Organicka

frakce A IF A IF A 2 A Ir
(nm) (CPS) (nm) (CPS) (nm) (CPS) (nm) (CPS)

FKEA 494 1,00 - - - - 308 0,10

FKEB 470 1,00 - - - - 308 0,10

FKEC - - 409 0,10 - — 308 1,00

FKED - - - - 325 0,66 308 1,00

FKEE - - - - 324 0,75 308 1,00

Jak je zfejmé z vysledku uvedenych v Tabulce 8 a 9, studované vzorky vykazuji typické
fluorescen¢ni maxima HL a DOM izolovanych z terestrialnich pfirodnich matric. V tomto
ohledu mame predevsim na mysli ty fluorofory, které se nachazeji v oblasti vyssich vinovych
délek emise (400-500 nm). Do této skupiny fluorescenénich maxim fadime fluorofory, které
jsou v piimé souvislosti s konstitu¢nimi jednotkami HL, jedna se o fulvic-like a marine-like,
ktery je nékterymi autory povazovan za prekurzor fluoroforu humic-like. Dale si
v Tabulce 8 a 9, resp. Obrazku. 11 a, b (viz. kapitola Piilohy) nelze nepovSimnout, Ze vS§echny
organické frakce HL (HK aFK) obsahuji ifluorofory ne-huminového charakteru
tzn. tyrosin-like atryptofan-like. Tyto fluorofory jsou produkovany na zakladé biologické
aktivity mikroorganismu, jez maji svij pavod v latkach, jako jsou aminokyseliny tyrosin
a tryptofan. Mimo jiné zde musime konstatovat, ze fluorescenéni maximum oznacované jako
tryptofan-like se v naméfenych emisnich spektrech jevilo jako méné vyrazné raménko.
Z namé&fenych vysledkti uvedenych v Tabulce 4 a 5 vyplyva, ze s rostouci elu¢ni rychlosti na
TLC desticce dochazi v piipadé fluorofori fulvic-like Kk vyraznému modrému posunu
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fluorescenéniho maxima. To je pravdépodobné zplsobeno niz$im obsahem aromatickych
strukturnich  jednotek (sniZzeni m-elektronového systému) anebo snizenim obsahu
konjugovanych dvojnych vazeb vlivem konverze kondenzovanych aromatickych struktur na
nelinearni, strukturné jednoduss$i systémy. Tento vysledek je v dobré shodé se zavéry
potizenymi pomoci HIX a UV/Vis absorpcnich koeficientli. Obecné mulZeme fici, Ze
s rostoucim retardaénim faktorem Rf organickych frakci klesa jejich stfedni molekulova
hmotnost M,,, ktera je v pfimé umérnosti s poétem aromatickych strukturnich jednotek. Déle
si v Tabulce 8 a 9 muzeme povSimnout, Ze zjiSténad intenzita fluorescence je V ptipadé
huminovych fluoroford nizsi, nez je tomu u konstitu¢nich jednotek mikrobialniho ptivodu.
Toto muizeme s jistou pravdépodobnosti vysvétlit tim, Ze fluorescenéni maxima, kterd jsou
lokalizovana v oblasti vysSich vinovych délek emise s niz$i intenzitou fluorescence, se
zpravidla vyznacuji kondenzovanym systémem aromatickych strukturnich jednotek anebo
strukturnimi  jednotkami s vysokym stupném konjugace dvojnych vazeb. V emisnich
fluorescencnich spektrech si miizeme povsSimnout, Ze fluorescen¢ni maxima oznacovana jako
fulvic-like extrahované z FK se v porovnani s HK nachazeji v oblasti niz$ich vinovych délek
emise.

Na zéklad¢ provedené literdrni reSerSe se nadm nepodafilo identifikovat fluorescencni
maximum, které bylo lokalizovano v organické frakci FKEC pii velmi vysoké hodnoté Aem,
kterd byla stanovena na 552 nm. Jelikoz bylo méfeni realizovano v MeOH o kvalité
vyhovujici spektrometrickym analyzam, tak se jisté nejedna o Ramanidv pik druhého fadu,
ktery by pfichdzel v uvahu méfeni fluorescenénich spekter realizovanych ve vodném
prostiedi. Kvalitativni analyza tohoto fluorescencniho maxima by mohla byt namétem dalsi
badatelské Cinnosti v rdmci navazujiciho magisterského studia. Jednou z moznych cest
kvantifikace tohoto fluoroforu by byla mozZnost vyuziti infratervené nebo Ramanovské
spektrometrie.
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5 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na charakterizaci struktury HL, pfedevsim na jednotlivé
frakce HK a FK a jejich chemicko-fyzikalni vlastnosti. Vzorky HK a FK pouzité v méfeni,
byly ziskané od mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek IHSS. Standardy
huminovych a fulvinovych kyselin byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy (EA),
termogravimetrické analyzy (TGA), molekulové absorpéni spektrometrie (UV/Vis)
a infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR). Déale byla pouzita TLC
chromatografie k =ziskani jednotlivych frakci HK a FK. KaZzda frakce byla dale
charakterizovana pomoci molekulové absorpéni chromatografie (UV/Vis) a fluorescencni
spektrometrie v ustaleném stavu.

Pomoci elementarni analyzy bylo potvrzeno, ze HL jsou slozeny pievazné z uhliku, vodiku,
kysliku a v menSim mnozstvi 1 dusiku. Pii porovnani HK a FK mitizeme fici, ze huminové
kyseliny obsahuji oproti fulvinovym kyselindm vétsi mnozstvi uhliku, mensi mnozstvi
kysliku a stejnou miru vodiku a dusiku. Pomoci atomovych poméra H/C bylo zjisténo, ze
standard HK je oproti fulvinové kyseliné charakterizovan vyssi mirou aromaticity
a dehydrogenace. Vysoka hodnota atomového poméru O/C v piipadé FK Pahokee Peat svéd¢i
0 vy$$im obsahu kyslikatych funkénich skupin. Metodou termogravimetrické analyzy bylo
zjisténo, ze Pahokee Peat FK obsahuje vyssi miru popela a vihkosti narozdil od HK.

Hodnoty absorpcnich koeficienti v UV/Vis spektrometrii pomohly k charakterizaci
standardd HK a FK. Huminova kyselina se vyznaCovala vys$$i mirou aromaticity a stupné
humifikace. Naproti tomu fulvinovd kyselina byla charakterizovana vy$$i mirou substituce
aromatickych jednotek kyslik obsahujicimi funk¢nimi skupinami s ur¢itym podilem —OCHs.
Toto tvrzeni je v dobré shodé s vysledky ziskanymi pomoci infradervené spektrometrie.

Jednotlivé zony na TLC desticce, odpovidajici organickym frakcim pfitomnych v HL, byly
pouzity k vypoctu piislusnych retardacnich faktorti Rf. Nizké hodnoty retardac¢nich faktort
standardu HK znaci, ze vzorek v porovnani se standardem FK obsahuje organické frakce,
které jsou silngji poutany k adsorbentu TLC desticky. Nekteré frakce organickych sloucenin
HL maji velmi podobné hodnoty Rf coz by mohlo znamenat, ze maji podobné
fyzikalné-chemické vlastnosti.

UV/Vis spektrometrie byla také pouzita k vypoctim absorpénich koeficientl
a humifika¢niho indexu jednotlivych organickych frakci. Mira substituce aromatickych
struktur polarnimi funkénimi skupinami klesala s rostoucim retarda¢nim faktorem Rf
jednotlivych organickych frakci. Dale je z vysledkll ziejmé, ze nejvyssi molekulovou
hmotnosti a aromaticitou byly charakterizovany organické frakce nachazejici se v blizkosti
startovni ¢ary TLC chromatogramu. Diky vypocétenym hodnotdm humifikaéniho indexu
muzeme fici, ze aromaticita organickych frakei izolovanych z HL Pahokee Peat se snizovala
S rostoucim retarda¢nim faktorem.

Béhem meéteni fluorescencnich spekter vSechny studované vzorky vykazovaly odpovidajici
fluorescenéni maxima HL izolovanych z terestridlnich pfirodnich matric. Na zaklad¢
namétfenych vysledkd bylo zjisténo, Ze s rostouci eluéni rychlosti na TLC desticce dochazi
v ptipad¢ fulvic-like fluoroford k vyraznému modrému posunu fluorescenéniho maxima. To je
pravdépodobné zplsobeno niz§im obsahem aromatickych strukturnich jednotek anebo
snizenim obsahu konjugovanych dvojnych vazeb vlivem konverze kondenzovanych
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aromatickych struktur na nelinedrni. Tento vysledek je v dobré shodé se zavéry potfizenymi
pomoci HIX a UV/Vis absorp¢nich koeficientl. Obecné lze fici, Ze s rostoucim retardacnim
faktorem R organickych frakei klesa jejich stfedni molekulova hmotnost.

Bohuzel se nam nepodaftilo urcit fluorescenéni maximum lokalizované v organické frakci
FKEC. Kdyby bylo méfeni provedeno ve vodném prostfedi, namisto MeOH, mohlo by se
jednat o Ramaniv pik druhého fadu. Pfedmétem dalsi prace by mohla byt kvalitativni analyza
tohoto fluorescenéniho maxima.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam pouzitych zkratek

C-NMR
DOM
EA

FK
FTIR
HK

HL
HPLC
HU
IHSS
MS
NOM
SEC
TGA
TLC
UV/Vis

carbon-nuclear magneric resonance

dissolved organic matter

elementarni analyza

fulvinova kyselina

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
huminova kyselina

huminova latka

high-performance liquid chromatography

humin

mezinarodni spole¢nost pro vyzkum huminovych latek
hmotnostni spektrometrie

natural organic matter

size exclusion chromatography

termogravimetricka analyza

tenkovrstva chromatografie

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zareni
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7.2 Seznam pouzitych symboli

at. %
E2/E3
E2/E4
E4/Es
Eet/Eg:
Hm. %

elementarni slozeni v atomovych procentech

pomeér absorbanci pii vlnovych délkach 250 a 365 nm
pomeér absorbanci pti vinovych délkach 265 a 465 nm
pomeér absorbanci pti vinovych délkach 465 a 665 nm
pomeér absorbanci pti vinovych délkach 253 a 220 nm

elementérni slozeni v hmotnostnich procentech
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Obrézek 8: TG krivky standardit HL Pahokee Peat
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Obrazek 5: UV/Vis spektra standardit HL Pahokee Peat
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Obrazek 9: Pozorovani TLC chromatogramit pod UV zarenim v pozorovaci komore
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Obrazek 10: UV/Vis spektra organickych frakci HL: a) organické frakce izolované z HK
Pahokee Peat; b) organické frakce izolované z FK Pahokee Peat.
49



a)

7~

xn L I B A e SR L B IR R A I R B B B B

8 i i HKEA
N’ 130__ -<——tyrosin-like —— HKEB
8 ] _—HKEC
q=) : tryptofan-like I——HKED
% 0,8 = HKEE
5 1 fulvic-like ] HKEF
= E I— HKEG
= 0,64

o] J

=

S| i

: -

g 04

.E 1 marine-like

ng ]

< 4

S 0.2-

=

=

= i

EO,O""I""I""l""_l_""'l""

= 300 350 400 450 500 550 600

=

Emise (nm)

B R B B S B L T
—— FKEB | _— T1io
—FKEC - || -—— tyrosin-like i
—— FKED
FKEE

tryptofan-like

fulvic-like

marine-like .:
/ 10,2

'I""I""I'"'VI"i'i'I"""“O,O
300 350 400 450 500 550 600

normalizovana intenzita fluorescence (CPS)

Emise (nm)

Obrazek 11: Emisni spektra organickych frakci HL: a) organické frakce izolované z HK
Pahokee Peat; b) organické frakce izolované z FK Pahokee Peat.
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