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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 charakterizovdny termochemickymi a spektrometrickymi
technikami jako je termogravimetrie, elementdrni analyza, UV/Vis a infraervena
spektrometrie s Fourierovou transformaci. K fyzikalné-chemické charakterizaci organickych
frakci bylo vyuzito molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti
elektromagnetického zareni a steady-state fluorescencni spektrometrie. Pomoci fluorescencni
spektrometrie bylo zjisténo, ze HL jsou slozeny z fluorofori huminového a ne-huminového
(proteinového) charakteru. Organické frakce odpovidajici huminovym fluoroforaim byly
charakterizovany vyS§i aromaticitou, stfedni molekulovou hmotnosti a v neposledni tfadé
i vy§§im obsahem kyslikatych substituentl na aromatickém jadfe. Naproti tomu organické
frakce odpovidajici proteinovym konstitucnim jednotkdm se vyznaCovaly velmi nizkymi
hodnotami indexu humifikace, které vypovidaji o mikrobialnim ptivodu 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, tenkovrstvd chromatografie (TLC),
fluorofory
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UvVoD

Huminové latky (HL) jsou slouceniny piirodniho pavodu, 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 zivocisnych tél. V tomto pfipadé mame vyhradné na mysli celuldzu, lignin,
polysacharidy, bilkoviny a jiné latky, které tvoii vysSe zminéné organismy. Mnohé védecke
prace zacinaji informaci, ze tyto (bio)koloidni latky jsou nejrozsifenéjSimi organickymi
latkami na Zemi a rovnéz hraji nezastupitelnou roli v kolob&hu a stabilizaci uhliku
na zemském povrchu.

Do nedavné doby bylo pohlizeno na tyto (bio)koloidni slouceniny jako na biopolymery,
avSak dnes tyto latky vnimame jako supramolekuly. Tedy jinymi slovy jako pfirodni
organické latky, které jsou tvoreny 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 riznych formach, at’ uz jsou vazany
na jilovité Castice v pudé, se kterymi tvoii tzv. organomineralni komplex, anebo jsou volné
dostupné v sladkovodnich a motskych zdrojich. Nejbohatsimi zdroji téchto latek jsou
kaustobiolity, kam zpravidla fadime raseliny a uhli (leonardit, lignit a oxyhumolit).

Mimo jiné stoji za zminku, ze fyzikalné-chemické vlastnosti té€chto (bio)koloidnich latek
jsou siln€ zavislé na misté vzniku tzn. druhu ptirodni matrice, podminkach humifikace a dobé
odbéru vzorku. Z tohoto divodu neni struktura HL, resp. organické hmoty doposud dobfie
znama, a tudiz je pfedmétem stalého védeckého zdjmu a badani.

Raselina vznika v procesu, ktery nazyvame ulmifikace, coz je puadotvorny proces,
ve kterém vznikd tato organickd hmota bohatd na HL. Tento proces je oproti humifikaci
znateln€¢ pomalejsi v dasledku klimatickych podminek, které panuji na vrchovistnich
raSeliniStich. Naproti tomu slatinna raselina vznik4a v nizSich polohach okolo stojatych vod
a prameniStich, a proto je tato pfirodni matrice ozna¢ovana jako slatina. V soucasné dobé je
raselina ¢im dal tim vice vyuzivana jako dostupna a levna pfirodni matrice k izolaci HL, resp.
HK, které se zde mohou vyskytovat az z 60 hm. %.

V souvislosti s rozlicnym aplikacnim potencidlem téchto (bio)koloidnich latek je znalost
jejich struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti velmi dulezita. V tomto piipad€ se nabizi
vyuzit chromatografii na tenké vrstvé (TLC), ktera by mohla byt ndpomocna k objasnéni
a ziskani informaci o struktufe téchto organickych latek, resp. k predikci jednotlivych
stavebnich kamenu téchto (bio)koloidnich latek.



1 TEORETICKE ZAKLADY
1.1 RaSelina a humolity

Raselina je pfirodni organickd hmota (NOM — Natural Organic Matter), kterd vznika
procesem ulmifikace (raSelinéni). Tento proces je zpravidla pomalejsi, nez je tomu v pfipade
humifikace, a to predevsim vlivem klimatickych podminek, které panuji na misté¢ vzniku
raSeliny. Jedna se predev§im 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¢ muzeme fici, ze raselina je zafazovana do skupiny pid s vysokym obsahem
humusu, resp. organické hmoty, které jsou souhrnné nazyvany jako humolity. Toto oznaceni
pro vysoko-humozni pudy bylo schvaleno v roce 1937 mezinarodni pedologickou spolecnosti
v Curychu, a to z divodu neujednocené nomenklatury té€chto pifirodnich matric. Hlavnim
problémem v této oblasti byla nesourodost dosavadnich poznatkt a rozlicné 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 oznaCovany vyse zminénym
terminem [1, 2].

Klasifikace humoliti (pudy s vysokym obsahem humusu) v sobé odrazi nékolik faktora,
z nichz nejvyznamnéj§i jsou: geograficka poloha, resp. nadmoiska vyska, poloha v terénu
(sedla, uboci hor, nadhorni planiny atd.), tzivnost prostiedi (tj. schopnost uzivit urcity pocet
jedinct), vychozi rostlinny material, pudni reakci (pH), zdroj vody atd. Na zakladé téchto
faktor muzeme humolity délit na tfi zakladni skupiny: vrchovistni raselinu, pfechodovou
raselinu a slatinu, pfipadné na jejich stanovisté: vrchovistni raselinisté, pfechodova raselinisté
a slatinisté [1, 2].

1.1.1 Vrchovistni raselina — vrchovisté

Vrchovistni raselina je predevsim zavisla na srazkové vode, a proto se vyskytuje zejména
v horskych a podhorskych oblastech s vlhkym klimatem. Tyto lokality vzniku raSelinist’ jsou
zpravidla charakterizovany prostfedim, které je velmi chudé na Ziviny. Pidni reakce téchto
pfirodnich matric je velmi kyseld. Dominujicim rostlinnym druhem vrchovisté je raSelinik,
ktery se vyznacuje schopnosti mnohonasobné zvétsit sviij objem resorpci vody z okoli. Timto
zpusobem jsou tato raSelini§t€¢ schopna az 20x zvétSit svoji hmotnost, a proto jsou velkou
zasobarnou vody v horskych ekosystémech. Rychlost narGstani mocnosti vrchovisté,
resp. i pfechodovych raselinist’ je relativné pomala. Obecné mizeme fici, ze jeden metr slabé
rozloZené raseliny se v tomto ekosystému tvoii 5001000 let. V Ceské republice je typickym
ragelini§tém tohoto typu napf. Tiijezerni slat u Modravy v Narodnim parku Sumava [1].

1.1.2  Slatinistni raseliniste — slatinisté

Slatinisté (slatinistni raSeliny) jsou predstaviteli pid vyskytujicich se pfedevsim v uzivném
prostfedi nizin. Obvykle jsou vytvafeny na vyvérech podzemnich vod a pramenistich
sladkovodnich zdroja. Dale je nalézame v ekosystémech, jako jsou zarostlé vodni nadrze ¢i
slepa fi¢ni ramena. SlatiniStni raSelinist€ muzeme dale rozdélit na slatinisté prosta, ktera
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nejsou obohacovdna minerdlnimi latkami a slatini§t€¢ mineralizovana, kterd jsou v piimé
koexistenci s vyveéry hlubinnych prament artéskych vod. Slatiny jsou charakterizovany
rychlej§im nardstem organické hmoty, nez je tomu v pfipadé vrchoviStnich raSelinist.
Muzeme konstatovat, ze jeden metr tohoto typu humolitu je vytvafen v prubéhu nékolika set
let predevsim prostiednictvim zardstani vodnich ploch. Typicka slatina je vytvarena nékolika
pasmy, kterd ji obklopuji. Jedna se o pasma plovoucich rostlin, rostlin zakofenénych ve dné
raSelinisté, pobfezni vegetace a kiovinatych biehovych porosta [1].

1.1.3  Prechodova raselinisté

Prechodova raselinisté jsou charakterizovana vlastnostmi obou vySe zminénych typua
humolitovych ekosystému. Tato raseliniSté jsou geograficky situovana predevsim v oblastech
chladnéjsich pahorkatin az po horské oblasti. Jsou tvofena predev§im riznymi druhy mecha a
travin. Néktefi autofi uvadeji, ze tento typ raSelinisté je uméle vykonstruovany a ma byt
predev§im chapan jako pomocny Clanek v posloupnosti humolitovych lozisek. Jako priklad
takového typu raselini§té v Ceské republice miizeme 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
predevs§im o fermentacni a putrefekacni (hnilobné) reakce primarné puasobici na odumfelé
Casti rostlinnych a zivoc¢isnych tél. Tyto anaerobni reakce probihaji v prostiedi, které je silné
nasycené vodou, at’ uz mame na mysli vodu srazkového nebo podzemniho ptvodu [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 raSeliniS§t' tvoifi vyssi
(cévnaté) rostliny. V tomto pfipadé mame na mysli bud’ cela jejich odumfela téla, anebo jejich
vegetativni ¢i generativni Casti, jako jsou stonek, list, kofen, kvét, semeno ¢i plod. Pristup
vzdusného kysliku je omezen, ale nikoli zcela uzavien. Pfi raselinéni vznikaji a unikaji plyny
CO: a CH4. Mezi typické znaky raSelinéni patii rozkladajici se lignin, celuldéza a proteiny,
syntéza degradacnich produktd ligninu. Na tomto mist¢ musime podotknout, ze pryskyficné
latky a pylova zrna nepodléhaji tomuto degrada¢nimu a transformacnimu procesu, jez
je oznaCovan jako raselinéni [5].

1.2.1 Vznik raselinist

Je dobfe znamo, ze velka ¢ast raseliniSt’ 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 slatiniste¢, az v duasledku klimatickych zmén v obdobi
ctvrtohor se néktera slatinisté premeénila na vrchovistni raselinisté. AvSak néktera vrchovisté
se v prubéhu nékterych dramatickych klimatickych podminek mohla pfemeénit zpét na
slatinisté. Tyto klimatické zmény kromé pfemeény slatinisté na vrchovisté a opatné mély
vyznamny vliv na rychlost tvorby humolitu. Raselinisté se nejrychleji tvorila v geologickém



obdobi, které nazyvame Atlantik tj. pfed 8000—6000 lety. V této dobé byla teplota na
zemském povrchu piiblizné€ o 3 °C vy$si, nez je tomu dnes [1].

1.3 Slozeni raseliny

Produktem raselinéni je raSelina, kterou lze definovat jako organickou, hydrofilni, koloidni
smes latek, obsahuyjici urcity podil rostlinnych tél a jejich Casti, které se nachdzeji v urCitém
stupni raSelinéni. Az ze 75 hm. % je raSelina tvofena vodou, ve které jsou rozpustény,
popiipadé rozptyleny nékteré anorganické latky.

Primérné elementarni slozeni raseliny je nasledujici: obsah organického uhliku dosahuje
az 60 hm. %. Dalsi biogenni prvky klesaji v nasledujicim potradi: 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,

1040 hm. % huminovych latek, do 40 hm. % ligninu a az 40 hm. % latek patficich
ke kerogentm.

V dnesnich raSelinistich se nekromasa vysSich rostlin hromadi a humifikuje ve velkém
méfitku. Z poznatkli jednoznac¢né vyplyva, ze dnesni 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 urc¢itém transportu
mohly vzniknout sloje tzv. alochtonni. Vlastnosti raselin jsou ovliviiovany rostlinnym
slozenim prvka (taxony), stupném rozlozeni a pfimési anorganickych slozek.

Raselinisté se klasifikuji:

1. podle vzhledu a mineralizace svych vod
e slatiny
e piechodova raselinisté
e vrchovisté
2. podle vzniku
e zarustanim vodni nadrze (stagnacni raseliniste)
e zamokienim urcité lokality (irigacni raseliniste)
3. podle vyskytu
e ve vnitrokontinentdlni panvi (limnicky typ)
e na pobfezi more (paralicky typ) [5,12]

Cisté slatiny, jejichz pH je dano rozmezim hodnot 5,5-7,5 jsou sloZeny ze 75 hm. %
organickymi latkami. Naproti tomu celkovy obsah organickych latek v zemitych slatindch je
obvykle nizsi (50—75 hm. %). Obsah organického uhliku se v Cistych slatindch 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
raelini§té 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. %. Prechodova raselinisté
maji vét§i zastoupeni bitumend, pH kolisi mezi 4,5-6,5. Cista vrchovi§té 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 raSeliniSt, jsou zasobnikem tepla,
coz ovliviiyje teplotu krajiny [6, 7].

1.3.1 Mikroedafon

Nejpocetngjsi skupinou pidnich mikroorganismii jsou bakterie. VétSinou se jedna
o heterotrofni organismy. V organickych zbytcich pfitomnych v tomto ptdnim ekosystému
rozkladaji predev§im polysacharidy, bilkoviny, celulézu a fadu dalSich organickych latek.
Jsou soucasti dulezitych procesi premén organickych i1 mineralnich latek, jako jsou
humifikace, oxidace amoniaku, oxidace zeleza a siry. Jejich zastoupeni v mikroedafonu
znazoriuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Zastoupeni mikroorganismui v pudeé [8]

Mikroedafon Pocet v 1g pudy Hmotnost v kg-ha™!
Bakterie 600 000 000 10 000
Plisné a aktinomycety 400 000 10 000
Rasy 100 000 140
Prvoci 1 100 000 370

Houby predstavuji dalsi skupinu heterotrofnich organisma nachazejici se v mikroedafonu,
i kdyz v menS§im poctu nez bakterie. Diky své enzymatické Cinnosti se podili na procesech
rozkladu tukt, bilkovin, uhlovodikii atd. Jsou soucasti pii rozkladnych procesech
aromatickych slouCenin, napt. ligninu, kde hraji dulezitou roli.

Aktinomycety pifedstavuji pfechodnou formu mezi bakteriemi a houbami. Jsou citlivé
na reakci prostredi (potfebuji neutralni az slabé alkalickou pudni reakci), na vlhkost a teplotu
pady. Utastni se rozkladnych procesi organickych latek, které jsou pro ostatni
mikroorganismy resistentni jako lignin, chitin, huminové latky, DOM apod. Stejn€ jako
houby tvofi aktinomycety nékteré antibiotické latky.

Prvoci nachazejici se v padnim ekosystému jsou zastupci jednobunéénych mikroorganismda.
VétSina z nich jsou heterotrofni organismy (pouze né€které rody bicikoveli maji umoznénu
autotrofni vyzivu diky barvivu podobnému chlorofylu). Jejich funkce v ptidotvorném procesu
neni jeSté zcela objasnéna. Ve sklenicich a pafeniStich mohou pii svém premnozeni redukovat
vyskyt bakterii, kterymi se zivi [8].

1.4 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou slouCeniny organického puvodu, které vznikaji postupnym
rozkladem organické hmoty tzn. zbytka rostlinnych a zivocisnych tél a syntetickou Cinnosti
mikroorganismi. Obecné je proces, kterym vznikaji huminové latky nazyvan odbornym
terminem humifikace. Huminové latky patii mezi nejrozsifenéjsi latky na zemském povrchu.
Nachdzeji se v kaustobiolitech, kam zpravidla fadime raSelinu, lignit, leonardit a oxyhumolit.
Dale jsou nedilnou soucasti pud, sedimentd a v neposledni fadé i sladkovodnich a mofskych
vodnich zdroju [9].
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Huminové latky muazeme klasifikovat jako (bio)koloidni polycyklické slouceniny zluté
az hnédocerné barvy. Jsou pfevazné aromatického charakteru, kdy jednotliva aromaticka jadra
byvaji vzajemné spojena prostiednictvim alifatickych strukturnich jednotek. Tyto vazby jsou
pfevazné realizovany pomoci esterovych (Ri—COO-R»z), etherovych (R1—O-R»)
a v neposledni tadé i alkoxylovych (Ri—O) vazeb. Tyto slouceniny se svou povahou fadi
do skupiny polyaromatickych karboxylovych kyselin s jistou mirou substituce aromatického
jaddra fenolickymi —OH funkénimi skupinami. Typické funkEni skupiny nachéazejici
se ve struktufe HL jsou tzv. kyselé funkéni skupiny (-COOH a —OH fenolické), dédle pak
sekunddrni amidické (—NH-CO-), alkoxy skupiny arovnéz i karbonylové, které jsou
pfevazné spojeny se strukturnimi jednotkami HL chinoidniho typu. Z pohledu elementarni
analyzy tzn. obsahu biogennich prvkd jsou huminové latky tvoreny prevazné uhlikem,
kyslikem, vodikem, dusikem a v pfipadé HL izolovanych z kaustobiolitickych pfirodnich
matric i sirou [10].

1.4.1 Rozdéleni huminovych latek

Jelikoz absolutni struktura HL neni doposud zcela objasnéna, tak tyto unikéatni
(bio)koloidni latky jsou obecné povazovany za aglomerdt rozlicnych strukturnich jednotek
ligninového, polysacharidického, lipidického a peptidického typu. Jednotlivé frakce HL
muzeme rozdé€lit podle chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti na huminové kyseliny
(HK), fulvinové kyseliny (FK) a huminy (HU). V pfipadé silné¢ karbonizované frakce HL
tzn. huminu se rovnéz pouziva termin humusové uhli, avSak s timto ozna¢enim se mizeme
predevs§im setkat v odbornych publikacich pedologického zaméfeni. Z hlediska geneze HL
jsou si vSechny frakce strukturné podobné, pokud mame na mysli, ze tyto slouceniny vznikaji
obdobnym zpasobem v procesu humifikace, na stejném mist€ 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 nekolika stovek po tisice Daltont (Da). Dale se lisi
obsahem rozlicnych funkénich skupin, rozpustnosti v nékterych rozpoustédlech a barvou, jak
uvadi Obrazek [10, 11]. Huminy, resp. humusové uhli jsou nerozpustné ve vodnych roztocich
silnych minerdlnich kyselin a zasad, a proto jsou z environmentalniho hlediska dilezité pouze
HK a FK, které hraji klicovou roli naptf. ve vyziveé rostlin, imobilizaci anorganickych
a organickych polutantu atd.

Huminové latky jakozto jednotlivé frakce organické hmoty tradicné rozdélujeme na tfi
zékladni skupiny:

e Huminové kyseliny (HK) jsou frakce HL, které jsou rozpustné v zdsadach, ale
ve vodnych roztocich silnych kyselin snadno koaguluji, kdy makromolekuldrni
(linearni) fetézec tohoto polyelektrolitu zaujme konformaci makromolekularniho
klubka;

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

e Huminy (HU) jsou nerozpustné jak v silnych kyselindch, tak zdsadach [10].
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hymatomelanové kyseliny  fugavoveé kyseliny

klesa mnozstvi C, N a molekulova hmotnost

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

Huminové kyseliny

Huminové kyseliny (viz. Obrazek 2) maji z pravidla svétle hnédou az ¢ernou barvou, kdy
tmavsi zbarveni HK je predev§im 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 vod€. Rozpustnost ve vodé je predev§im
spojena s rozpustnosti nékterych frakci, které tvoti supramolekulu HK. V kyselém prostredi
dochazi ke koagulaci, resp. k zabaleni , makromolekularniho* klubka HK, pficemz musi byt
dodrzena podminka, ze pH roztoku bude mensi nez 2 a tedy bude dosahovat izoelektrického
bodu [13].

Jejich slozeni je zavislé na typu pfirodni matrice, podminkach humifikace a chemickém
slozeni rostlinnych a zZivociSnych zbytkd. VyznaCuji se vysokou sorpcni schopnosti pres
4 000 mmol-kg™! ptidy. Mimo jiné jsou schopny ovliviiovat fyzikaln&-chemické vlastnosti
pudy (pH, strukturu, schopnost zadrzovat vodu) a také jeji urodnost, coz hraje kli¢ovou roli
v ptipadé pud semiaridniho klimatu. Elementarni slozeni tzn. obsah biogennich prvki 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 pfi izolaci téchto (bio)koloidnich latek.

HK jsou tvofeny trojrozmérnou siti molekul, vjejichz centru je jadro aromatického
charakteru (fenol, naftalen, kumarin, hydroxykumarin, flavonoidy atd.). Aromatické jddro HK
je substituovano alifatickymi fetézci arozlicnymi funkénimi skupinami, jako jsou
karboxylové, —OH fenolické a v neposledni fad€ 1 amidické II (-NH-CO-). Vodikovy ion
karboxylovych a —OH fenolickych funk¢nich skupin muze pii urcité hodnoté pH disociovat,
pficemZ vznikly anion je schopen interakce s celou fadou iontl napi. Na*, K¥, Ca’*, Mg?*,
Cu?* atd. Uvadi se, Ze v priméru 35 % ,,objemu* molekuly HK tvoii aromatické jadro, zbytek
struktury je ve formé alifatickych konstitu¢nich jednotek. V piidach jsou tyto (bio)polymerni
latky pfevazné vazany na mineralni podil pidy, se kterym tvofi tzv. organo-minerdlni
komplex [8, 14, 15]. HK se v pudnim roztoku nachdzeji v disociované formé¢, ktera hraje
dulezitou roli v oblasti vyzivy rostlin [16].
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Obrazek 2: Predpokladana struktura HK dle Stevensona (1982) [12]

Huminové kyseliny jsou nejhodnotnéj$im produktem procesu humifikace, vyrazné
ovliviyji urodnost pidy. V nasyceném stavu jsou odolné viici 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. Obrdzek 3) maji zluté az svétle hnédé
zabarveni a jsou pravdépodobné smeési aromatickych organickych kyselin s riznou mirou
substituce aromatického jadra —OH funk¢énimi skupinami. Mimo jiné ur€itd minoritni ¢ast FK
je tvofena lehce hydrolyzujicimi organickymi kyselinami, které jsou v odborné literatuie
oznacovany jako hDOM. Oproti HK, které se hromadi na misté vzniku, jsou fulvinové
kyseliny pomérné velmi mobilni, a proto mohou lehce migrovat v pudnim profilu. Timto
zpusobem se mohou dostavat do zdroji podzemnich a artézskych vod. Jsou dobfe rozpustné
ve vode¢, v minerdlnich kyselindch a hydroxidech. V porovnani s HK maji jednodussi stavbu
aniz§i stupen diverzifikace. Stfedni molekulova hmotnost FK je v porovnani s HK fadové
nékolikanasobné nizsi, pfi€emz typickymi hodnotami jsou 500—10 000 Da.

Fulvinové kyseliny jsou oproti HK charakterizovany niz§im obsahem uhliku a az dvakrat
vy$Sim obsahem kysliku, a to pfedevs§im diky vysokému obsahu karboxylovych skupin.
Fulvinové kyseliny jsou tvoreny primérné témito obsahy biogennich prvkia: C 40-52 hm. %,
H 4-6 hm. %, O 40-48 hm. % a N 2—6 hm %. Obsah nespalitelného podilu je v pfipadé¢ FK
ponékud vyssi, a to z divodu izolace téchto frakci HL, kdy nékteré purifikacni kroky nejsou
v izola¢nim schématu zafazeny, tak jak je tomu v pfipadé HK. Tyto (bio)koloidni slouCeniny
obsahuji velké mnozstvi kyselych funkénich skupin, atudiz jsou povazovany za velmi
reaktivni v porovnéni s HK.

Mimo jiné je na tomto misté nutné fici, Ze fulvinové kyseliny ochuzuji mineralni ¢ast pudy
o ziviny a koloidni latky, kvili siln€ kyselé reakci a dobré rozpustnosti ve vode [8, 14].
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Obrazek 3: Predpokladana struktura FK dle Buffle (1977) [17]

Huminy

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

1.4.2  Vznik huminovych ldtek

Organické latky, které se nachdzeji v pudnim ekosystému, muizeme zpravidla rozdeélit
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 premény
nebyl doposud ukonfen. Nehumifikované organické latky tvoii 10-15 % z celkového
organického podilu pudy. Jsou tvofeny nerozlozenymi nebo Casteéné rozloZzenymi zbytky
rostlin, organickych hnojiv a zivoc€ichii. Tyto nerozlozené latky jsou postupné preménovany
v pudé za ucasti pudnich mikroorganisma. Tento proces nazyvame mineralizace, kone¢nym
produktem je voda, oxid uhlicity, ¢pavek a mikroelementy [18].

Humifikované organické latky vznikaji za omezeného pfistupu vzduchu béhem procesu
nazyvaného humifikace soucasné s CasteCnou mineralizaci OM v pudé za pusobeni enzymu.
Béhem humifikace dochazi k tvorbé novych organickych latek, jednd se o huminové latky,
tzv. trvaly humus. Tyto nové vytvofené huminové latky, nachazejici se v pude€, 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. Obréazek 4).
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Obrazek 4: Schéma teorie vzniku HL [12]

Nejstarsi (prvni) teorie vzniku HL se opira o fakt, ze HL jsou odvozeny od lignifikovanych
pletiv vysSich rostlin. Druh4 teorie na prvotni navdzala ve smyslu transformace residui ligninu
pomoci mikroorganismii za vzniku polyfenolickych latek, které jsou oxidovany az na
slouCeniny chinoidniho typu. Treti teorie podporovala vznik huminovych latek
z jednoduchych cukri, pficemz by mély probihat reakce mezi redukujicimi cukry
a aminokyselinami za vzniku hnédych dusik obsahujicich polymeru [14].

Ligninovd teorie

Ligninova teorie povazuje rostlinny lignin za hlavni prekurzor pti vzniku huminovych latek
vpudé. Vprvnim kroku jsou méné stabilni molekuly rozlozeny diky mikroorganismim
(plisn€, bakterie, fasy, prvoci), stabilnéjsi Casti biopolymert jsou zachovany nebo jsou
casteCné rozlozené (viz. Obrazek 4; cesta ¢. 4). Béhem tohoto procesu dochazi k odstépeni
methoxylovych skupin (—-OCHs) a vzniku o-hydroxyfenold. Dalsi zménou je oxidace
alifatickych Casti molekuly za vzniku karboxylovych skupin (-COOH). Takto pozménéné
¢asti biopolymeru ligninu jsou podrobeny dalSim néaslednym reakcim. Béhem oxidace reaguji
samoniakem za vzniku kondenzaCnich produkti, ve kterych je dusik soucasti
heterocyklickych sloucenin.

Pti ztrat€é 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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Polyfenolovd teorie

Polyfenolov4 teorie nahradila v 60. letech 20. stoleti teorii ligninovou. Polyfenolové neboli
syntetickd teorie predpoklada, ze huminové latky vznikaji z polyfenolovych jednotek nebo
jsou syntetizovany mikroorganismy (viz. Obrdzek 4; cesta 2 a 3). V prvni cesté dochazi
k rozkladu vSech rostlinnych biopolymera na jejich zakladni strukturni jednotky. Poté, co je
lignin zbaven vazby s celul6zou, dochdzi k demethylaci postrannich alifatickych fetézca
anasledné oxidaci na polyfenoly, které jsou preménény na chinony. Chinony reaguji
s aminoslouCeninami a béhem nasledné polymerizace jsou syntetizovany huminové latky.
Nejdiive dochéazi ke vzniku fulvinovych kyselin (FK), dale huminovych kyselin (HK)
a nakonec humint (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 padé diky aktivit€é mikroorganismu, které se ale piimo na
tvorbé huminovych latek nepodileji. Mikroorganismy zajistuji Stépeni polysacharidi na
monosacharidy a bilkovin na jednotlivé aminokyseliny (viz. Obrazek 4; cesta 1). Huminové
latky jsou tvofeny syntézou jednoduchych latek (amini a monosacharidi), které vznikly
degradaci cCasti rostlin. Dale Maillardova teorie vysvétluje tvorbu huminovych latek
v prostiedi, kde produkty ligninu nejsou prevladajici [12, 19].

1.4.3 Molekuldrni struktura huminovych ldtek

Huminové latky jsou relativné stabilni komplexni slouceniny, jejichz molekulova hmotnost
se pohybuje od 10% do 10° Daltond. Podle jejich extrahovatelnosti zasadami a kyselinami se
déli na fulvokyseliny, huminové kyseliny a humin, kazda skupina se vyznacuje odliSnou
chemickou strukturou a molekulovou hmotnosti [21]. Ackoliv se o objasnéni molekularni
struktury pokouselo mnoho védct a védeckych tyma, huminové latky jsou strukturné velice
slozité a jejich strukturni jednotka neni doposud zcela popsand. Pfitom znalost struktury
huminovych latek je potiebna k pochopeni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti
(reaktivnost, rozpustnost) a jejich funkce v padé [12]. V dasledku vyvoje modernich
analytickych metod bylo navrzeno nékolik strukturnich modeld huminovych latek, kde jejich
struktura je bud’ makropolymerni nebo supramolekularni. Makropolymerni struktura popisuje
HL jako linedrni makromolekuldrni polyelektrolyty, které mohou tvofit molekularni agregaty
za specifickych podminek napf. kyselé pH, vysoka iontovd 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. Nejvyznamnéjsimi pfedstaviteli polymerni teorie,
podle kterych zname nekteré strukturni modely, jsou napfiklad Stevenson (viz. Obrizek 2),
Buffle (viz. Obrdzek 3) a Flaig. Pomoci riznych instrumentalnich technik se pokusili zjistit
slozeni a molekulovou hmotnost huminovych latek. Protoze jsou ale HL slozita smés, bylo
zjisténo, ze huminova latka rizného ptivodu ma variabilni slozeni. Proto je stanoven rozsah
molekulové hmotnosti, kde ale existuje znacnd nejistota velikosti a skutecné hodnoty
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molekulové hmotnosti [24]. Podle prvnich polymernich modelt je struktura huminovych latek
linearni, pruznéjsiho charakteru a elipsoidniho tvaru. Pozdéji jim bylo prikladano uspotradani
nahodné sto¢ené polymerni konformace (tzv. random coil). Na zakladé dalSich experimentt
bylo zjisténo, ze se molekularni struktura meénila ze sférického tvaru do tvaru linedrniho podle
koncentrace vzorku, pH aiontové sily rozpoustédla. Pii rostoucim pH nebo koncentraci
huminovych latek dochazi ke zméné€ tvaru huminovych latek, z klubkovitého tvaru se stava
nahodné propletena sit’ linearnich fetézcu, které se spojuji do struktur listu oznacovaného jako
[-sheet [25].

Predpoklad, ze huminové latky maji polymerni strukturu, kterd vSak postrada opakujici se
stavebni jednotku tzv. mer, byla i tak tato teorie struktury HL mnohymi védeckymi skupinami
povazovana za zcela spravnou a uspokojujici. Déle také jistd odolnost HL béhem 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, pfispély k polymernimu pohledu na HL. [27].

Supramolekuldrni teorie

S rozvojem modernich analytickych metod (SEC, C-NMR, MS, ...) se zmeénil pohled
na strukturu huminovych latek. A. Piccolo aplikoval novou teorii, kterd méla nahradit
dosavadni polymerni model, a to supramolekularni teorii. Jednim z divodu, pro¢ se Piccolo
snazil zménit doposud zavedenou a uznavanou teorii byla neschopnost polymerni teorie nalézt
molekuldarni hmotnost huminovych latek [27]. S prvnimi experimenty bylo zji§téno,
ze huminové latky jsou slozitéj§i, nez se prvotné predpokladalo. Struktura takovych
supramolekul nebyla stabilizovdna silami kovalentnich vazeb jako v piipadé polymerniho
modelu, ale slabymi disperznimi hydrofobnimi silami (van der Waalsovy sily, m—n vazby,
CH-r vazby) a vodikovymi vazbami, které jsou zodpovédné za velkou molekuldrni strukturu
huminovych latek, kterd se zvySuje srostoucim pH. Toto zjisténi bylo velmi kritizovano
zastanci polymerni teorie, avSak tento novy model byl potvrzen i jinymi védeckymi tymy
[26].

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

Tento novy popis struktury huminovych latek 1épe odpovidd jejich zdsadni uloze
pfizajistovani a udrzovani fyzikalni a chemické kvality pudy a jejich reaktivity vuéi
pesticidim a jinym znecist'ujicim latkam, které se nachazeji v pude [26].

1.4.4  Vyuziti huminovych ldtek

V soucasnosti maji HL diky svym vlastnostem pomémé rozsahlé vyuziti, které miazeme
rozdélit do né€kolika oblasti: primyslové pouziti, aplikace v zeméd€lstvi, vyuziti v oblasti
ochrany zivotniho prostfedi a farmakologické pouziti.

Priimyslové vyuziti

S materialy obsahujicimi HL se mizeme setkat napfiklad ve stavebnictvi, kde se vyskytuji
jako aditiva kontrolujici rychlost tuhnuti betonu. Huminové latky nachédzeji uplatnéni také
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v kozeluzstvi, kde jsou pouzivany jako barvivo kiize, pozdéji jako prostiedek pro povrchovou
upravu kize. Drevaisky prumysl je dalsi oblasti, kde byly pouzity HL k pfipravé pfirodniho
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 prumyslu, kde jejich
sodnou formu tzn. humdt sodny, resp. draselny lze s vyhodou pouzit jako netoxické pfirodni
barvivo [29].

Huminové latky nachdzejici se v uhli nasly vyuzZiti i v energetickém pramyslu. S postupem
Casu se vSak zvySovala ochrana zivotniho prostfedi a proces spalovani fosilnich paliv byl
omezen a zaroven nahrazen zdroji Setrné&jSimi k zivotnimu prostredi [30].

Vyuziti v zemédélstvi

HL hraji dulezitou roli zagronomického hlediska, vyznamné ovliviuji kvalitu
a produktivitu pidy. Krome zlepSeni fyzikalnich a chemickych vlastnosti pidy, vykazuji
vysokou vymeénnou kapacitu pro vyzivové prvky rostlin, at’ uz mame na mysli makronutrienty
¢i stopové prvky, které jsou dulezité pro zvySeni urodnosti pudy. Rovnéz napomahaji
vytvafeni poru, které jsou dulezité k vyméné plynd mezi padou a atmosférou. Zlepsuji
strukturu pady, pomahaji jeji Castice stmelovat a diky tomu i ovliviiuji schopnost zadrzet
vodu. HL jsou zdrojem minerdlnich a organickych latek, jez jsou dale pouzity jako zdroj
energie pii procesech v pudé. V soucasné dobé se HL pouzivaji jako aditiva v hnojivech.
Rizné soli HL, jako je humat vapenaty a zejména draselny, zvysuji drodnost urodnost pudy,
at’ uz jsou tyto latky aplikovany do pudy anebo pifimo na list jako folialni hnojivo. V pfipadé
nedostatku dusiku v pidé lze tento problém feSit pomoci humatu amonného, ktery je
vyhradné aplikovan do pidy. Mimo jiné je potieba zminit, ze HL jsou schopny interagovat
svelkou &asti polyvalentnich kationd (Cu?*, Fe**, Cu®*, Mg®"), ale is organickymi
molekulami (ristové hormony, signalni molekuly mikroorganismt vyskytujicich se v padé€),
které prispivaji k vyssi urodnosti pidy a dobré biotické kondici pudniho ekosystému.
Huminové latky mohou byt soucast krmiv, kde hraji kliCovou roli pti vyzivé zvirat. Naptiklad
ve vyzkumném ustavu zemé&dé€lském v Brné byly lignitické HK aplikovany jako profylaxe
prujmu u jateCnich zvitat [29, 31].

Huminové latky maji stimula¢ni G€inky na traveni a vyuziti zivin, zlepSuji konverzi krmiva
a tim piiznivé ovliviiyji rast zvirat nebo zvySeni produkce mléka u dojného skotu. Diky
ptfidavku HL do krmiva dochdzi k tvorbé zdravého stfevniho epitelu, ustaleni stfevni
mikrofléry a pH v travicim traktu. Zabranuji také infekci diky svym antimikrobidlnim
ucinkim [32].

Vyuziti pri ochrané Zivotniho prostredi

Pfirodni organické koloidy (HK, FK) diky své struktufe ve vodé tvoii nerozpustné
komplexy s mnoha kovy vcetné radionuklidd, proto jsou dulezité jako zprostfedkovatelé
radionuklidového transportu skrz zivotni prostiedi. Hlavni ulohou HL je odstranéni toxickych
kovii (Pb?*, Ni**, Hg?*, Cd**, Cr*"), organickych chemikalif a dal§ich zne&istujicich 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 odstrafiovani pesticidi z pramyslovych odpadnich vod. Materialy
obsahujici huminové latky jsou pouzivany také pro sorpci plynd. HL maji schopnost
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interagovat s riznymi organickymi polutanty, atedy je lze s vyhodou pouzit k odstranéni
nékterych latek jako napf. herbicidd, estrogenni slouceniny, dioxint [29].

Biomedicinské vyuZziti

Huminové latky vyrabéné v komerénim méfitku se pouzivaji predevSim v medicingé
a veterinarstvi. Pro své antivirové, profibrinolycké, protizanétlivé ucinky a estrogenni aktivity
se staly v medicinské oblasti dilezitymi. Potencial HL tvofit komplexy s t€zkymi kovy, jako
je Cd**, se pouziva k odstranéni tézkych kovii z organismu. Studie ukazuji, ze 1é¢ba virovych
respiracnich nemoci béznych u déti se vyznamné zkracuje v pripadé vyzivovych doplika,
jejichz majoritni Casti jsou fulvinové kyseliny. Mnoho Iékafskych studii ukazuje, ze HL,
zejména FK, maji schopnost chranit pied rakovinou a viry zpusobujicimi rakovinu. Na druhé
strané bylo dokazano, ze HK jsou toxické pro mnoho savéich bunék, mohou pulsobit
mutagenné a poSkozovat DNA [29].

1.5 Metody frakcionace huminovych latek

Jednotlivé frakce HL jsou i v dnes$ni dobé pfedmétem pomérné rozsdhlého vyzkumu, i kdyz
v 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 riznych fyzikalnich nebo chemickych
parametri. Mezi fyzikalni patii napfiklad velikost Castic nebo jejich hustota, k chemickym
napiiklad reaktivnost, prvkové slozeni apod. Chemické metody byvaji obvykle destruktivni,
zatimco fyzikdlni ne [33]. Podle Konové a BélCikové (1963) princip frakcionace spociva
v dekalcinaci pady a poté vrozruSovani stabilnich slouCenin humati vapenatych
a hotec¢natych, které tvoii sjilovymi Casticemi tzv. organomineralni komplex za pouziti
roztoku pyrofosfore¢nanu sodného o urcité hodnot¢ pH. Timto zpisobem je Castice
organomineralniho komplexu narusena, kdy dochézi k uvolnéni HL ve formé& sodnych soli do
supernatantu, ve kterém lze kvantitativné stanovit celkovy obsah HL. a hDOM. V soucasnosti
uzivana frakcionace a izolace HL z pidy se oznaCuje jako mezinarodni standardni metoda
IHSS [13].

1.5.1 Fyzikdlni frakcionace

Fyzikalni metody frakcionace zahrnuji celou skalu postupt. Nejcastéji je pouzivana
separace podle velikosti Castic v kombinaci s ultrazvukovou nebo mechanickou disperzi
za pouziti sit s riznou velikosti ok. Dalsim typem je napiiklad separace s usazovanim ¢astic
o rozdilné hustoteé. Fyzikalni frakcionace umoziiuje separaci organické hmoty a primarnich
¢i sekundarnich organomineralnich komplext. Separace zalozena na velikosti castic se
provadi pfes sita o riznych velikostech ok bud’ pod proudem vody nebo za sucha, hustotni
frakcionace kombinovand s centrifugaci je separace na zakladé rozdilné hmotnosti a hustoty
pudnich ¢astic. Tim dochazi k separaci pudy do né€kolika velikostnich tfid, nejvétsi slozkou
jsou napf. Castice pisku, menSi napf. jilové Castice. Kazda tato izolovana frakce obsahuje
urCity podil organické hmoty, frakce pisku bude obsahovat hrubou nekomplexovanou
organickou hmotu, jilové Castice budou mit organickou hmotu uzavienou ve svych pérech
nebo asociovanou na povrchu [33, 34].
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Postupy frakcionace se snazi minimalizovat chemické procesy v pude€, ale zpusobuji
casteCnou likvidaci mikrobialni komunity v ni [35].

Hustotni frakcionace

Podstatou hustotni frakcionace je skuteCnost, ze organickd hmota podléhajici humifikaci je
béhem ni asociovana na mineralni Castice pudy, a tim ziskava mnohem vétsi hustotu
v porovndni s nehumifikovanou organickou hmotou. Samotnd separace je zalozena
na homogenizaci objemu rizn€ dispergovaného vzorku s roztokem, jehoZz hustota je v rozmezi
1,6-2,6 g'em ™. Tim dochdzi k jeho rozdéleni na lehkou a t&zkou frakci. Lehka frakce, jejiz
hustota je niz§i, nez je hustota roztoku, splyva na hlading, tézka frakce, jejiz hustota je vyssi,
klesd ke dnu. K pfiprave roztoku o dané hustoté se vyuziva SPT (sodium polytungstate), ktery
ma molarni hmotnost pfiblizné 3000 g'-mol ! a je dobte rozpustny ve vodé [35, 36].

1.5.2 Chemickd frakcionace

Metody chemické separace jsou posuzovany na zakladé rozdilné rozpustnosti organickych
slouCenin v riznych rozpoustédlech a extrak¢nich Ccinidel, jejichz plasobenim dochazi
k extrakci fulvinovych kyselin (rozpustné v celém rozsahu pH), huminovych kyselin
(rozpustné pii zvySeném pH) a humint, které jsou zcela nerozpustné [12, 33].

Jednou z nejrozsifenéjSich a nejvyuzivanéj§ich metod je tzv. Stevemsonova alkalickd
extrakce svyuzitim extrakéniho Cinidla NaOH a Na>COs; ve vodé€. Dochdzi k extrakci HK
a FK do roztoku a HU jsou soucasti pevného zbytku vzorku. Ziskany roztok je okyselen HCI
na pH = 2 nebo mensi, coz zpusobuje vysrazeni HK, které se od roztoku FK oddé¢li
centrifugaci. AvSak tato metoda ma nekolik nevyhod jako rozpousténi Cerstvého organického
odpadu nebo oxidaci organickych sloucenin pii kontaktu se vzduchem [12].

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

2

1.5.3 Chromatografie

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéjSich separacnich 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 muze tvofit pevna
latka nebo kapalina, kterd je zachycena v pevném materialu, mobilni fazi tvori kapalina nebo
plyn. Molekuly, nachézejici se v mobilni fazi, jsou unaseny, ty, co se nachazeji v stacionarni
fazi, jsou nehybné a zistavaji na misté. Ma-li slouCenina vysokou afinitu ke stacionarni fazi
a malou afinitu k mobiln{ fazi, dochazi k tomu, ze vSechny molekuly v systému prechazi do
stacionarni faze a tato sloucenina tudiz nemigruje. Jestlize je tomu naopak a sloucenina ma
vysokou afinitu k mobilni fazi, vSechny molekuly pfechazi do faze mobilni, sloucenina je
unaSena chromatografickym systémem rychlosti toku mobilni faze. Tato latka pak opousti
systém v tzv. mrtvém cCase, coz je nejkrat§i mozny Cas. Mezi dal$i moznost patii latka
s urCitou afinitou k obéma fazim, ktera se rozdéli napul. Podle usporadani stacionarni faze
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rozliSujeme chromatografii na sloupcovou a planarni, kam patfi tenkovrstva chromatografie
[38, 39].

Chromatografie na tenké vrstvé (1LC)

Tenkovrstva chromatografie je pfipad adsorpcni chromatografie, jejimz principem je déleni
latek ze smeési na zakladé rozdilné adsorpce. Zakladem je tenka vrstva adsorbentu nanesena
na pevné podlozce a zpevnéna pojidlem. Nejcastéji pouzivané adsorbenty jsou silikagel nebo
alumina, vrstva je zpevnéna Skrobem nebo saddrou. Tato smés se umistuje na hlinikovou
podlozku nebo sklo.

Pro detekci se uziva cela fada metod, napt. osvétleni UV zafenim pfi pouziti adsorbentt
s obsahem fluorescen¢niho indikatoru nebo postfikem s vhodnym ¢inidlem.

Prednosti TLC je jeji jednoduchost a rychlost vyvijeni, diky tomu slouzi jako rychla délici
a identifikaCni metoda, muze byt pouzita i k preparativnim acelam [38, 39].

1.5.4 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetrie (TG) je metoda, pfi niz je méfena zména hmotnosti latky v zavislosti
na teploté. Lze ji zafadit mezi termické analyzy, kterymi jsou sledovany zmény jejich slozeni,
popf. zmény jejich vlastnosti. V prubéhu zahfivani vzorku dochazi k vyvolani nebo zméné
intenzity procesu, napif. chemické reakce, rozkladu, dehydratace, které mohou byt
doprovazeny zménou hmotnosti, objemu, zménou vodivosti atd. Vysledkem je
termogravimetricka kfivka, kterd znazorfiuje zavislost hmotnosti na teploté nebo Case a lze
zni odecist teploty hmotnostnich zmén. Na ose y se nachdzi jednotky hmotnosti nebo
procenta dbytku hmotnosti, na ose x je teplota nebo Cas. Termogravimetricka kifivka je
schopna fici, kolik rozkladnych reakci ve vzorku probiha, pii jakych teplotach tyto reakce
zacinaji a kon¢i a kolik procent hmotnosti pii kazdé konkrétni reakci ubyva.

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

1.5.5 UV/Vis spektrometrie

Zékladem viditelné a ultrafialové spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného
zafeni (200 az 1000 nm) ziedénymi roztoky molekul. Pfi absorpci dochdzi k excitaci
valencnich elektrond, které jsou soucasti molekulovych orbitali. Proto molekulova absorp¢ni
spektra v ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra.

Patfi mezi nejstarsi fyzikalné-chemické metody. Tato metoda vynika presnosti, rychlosti
a citlivosti. Pomoci UV/Vis spektrometrie 1ze identifikovat nezndmé litky (v kombinaci
s ostatnimi spektroskopickymi metodami) a stanovit koncentraci zndmych l4tek.

Huminové latky obsahuji chromofory, coz jsou funkéni skupiny obsahujici elektrony,
prevazné aromatické kruhy odlisné substituované riznymi typy funkcnich skupin vcetné
fenolti, karboxylovych kyselin atd., které mohou absorbovat elektromagnetické zareni o urcité
vlnové délce. HL maji vysokou schopnost absorbance v UV/Vis oblasti, proto miZzeme pouzit
elektronova absorpéni spektra pro charakterizaci téchto (bio)koloidnich latek, a diky tomu
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pfiblizné urcit chemickou strukturu a odhadnout relativni miru substituce aromatického jadra
kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami ((COOH, —OH, —OR atd.) [13, 42, 43].

Z namétenych absorpCnich spekter HL Ize ziskat tzv. absorpéni koeficienty, které jsou
definovany jako poméry absorbanci pfi vhodné zvolenych vinovych délkach. Diky nim
ziskdvame informace o huminovych latkach. Naptiklad pomér Eo/E3 ziskany z absorbanci
pii vlnovych délkach 250 a 365 nm, se Casto pouziva jako ukazatel humifikace a molekulové
hmotnosti HL. Niz§i hodnoty poméru E»/E3 naznaCuji pfitomnost struktur s vyssi
molekulovou hmotnosti a aromaticitou. Pomér E4/E¢ je zndm jako index humifikace. Tento
absorp¢ni koeficient je definovan jako pomér absorbanci pti vinovych délkach 465 a 665 nm
[44].

Absorpéni koeficient Egr/Eg, je definovan jako pomér absorbance tzv. pasu substituentt
pfenosu naboje (253 nm) a benzoidniho pasu, ktery je definovan v oblasti vlnovych 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 o vymezeni jejich strukturalniho slozeni. V prabéhu let bylo dosazeno mnoho
pokroka 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 prdci zabyvali studiem a charakterizaci organickych frakci,
které byly izolovany z komercéni HK Acros Organics. Jednotlivé organické frakce byly
ziskany z FK, kterd byla izolovana z komer¢ni HK pfi hodnoté pH extrakéniho ¢inidla = 2.
Frakcionace vzorku FK byla realizovana pomoci chromatografie na tenké vrstvé, kdy jako
elucni ¢inidlo byla pouzita smés methanolu a ethylacetatu v objemovém pomeéru 2:1. Vyvijeni
jednotlivych z6n obsahujicich organické frakce bylo ukonceno 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 piislusnych zon byla pouzita rtutovd vybojka s maximem
zafivého toku pfi 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 retardacni 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 zakladé vyhodnoceni EEM fluorescencnich spekter se
autorim podafilo zjistit, ze organickd frakce A2 s hodnotou Ri=0 obsahuje vyhradné
fluorofory, které jsou v literatufe oznaCovany jako humic-like. Tato fluorescen¢ni maxima
byla lokalizovdana v oblasti vlnovych délek emisni a excitani 08y (Aex/Aem)
435-465/519-533 nm. Druha hmotnostné nejvice zastoupend organickd frakce byla
charakterizovana pfitomnosti fluorofort, které odpovidaji fluorescencnim maximim fulvic-
like a marine-like. VySe zminéna fluorescen¢ni maxima byla v EEM spektru lokalizovana v
oblasti vlnovych délek 240-260/400—450 nm a 290-315/370-410 nm. Dale se autorum
podarilo zjistit, ze mobilngjsi organické frakce tzn. hodnota R¢ v rozmezi 0,06-0,84 jsou
pfevazné charakterizovany fluorofory, jejichz pozice je v EEM spektrech déna vinovymi
délkami excitatni a emisni osy 274-281/314-316 nm. Toto fluorescenéni maximum je
v literatufe oznaCovano jako tyrosin-like a ma pavod v doposud nehumifikované organické
hmoté, kterd je v piimé souvislosti se sloueninami mikrobialniho ptvodu. Na zakladé
provedené literarni reSerSe se autofi pokusili predikovat jednotlivé organické slouCeniny
v analyzovanych frakcich. Podle autorti by se mohlo jednat v pfipad€ nejméné mobilni frakce
A2 o slouCeniny, které maji svij puvod v latkich jako je riboflavin tetrabutyrat, kyselina
pulvinovd, bilirubin, chinizarin, kyselina xerokomovd, 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-
hydroxicynamové kyselina, gallovéd kyselina, pyridoxin a nystatin. Naproti tomu fulvic-like
fluorofory jsou prevazné tvoreny slouceninami bifenylového typu, Sa-androstan-3-on, TMPO,
2-aminobenzoovou kyselinou a kyselinou salicylovou. Déle autofi ve své praci uvadéji, ze
fluorescen¢ni maximum oznacované jako tyrosin-like mize 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 padnim profilu.
Za timto uCelem byla vybrana typicka argentinska puda s obsahem organickych latek
5,5 hm. %. HK byly izolovany z ptadniho horizontu Al (svrchni humoézni horizont), jehoz
pudni reakce byla dle klasifikace FAO mirné kysela. K samotné izolaci HK byla autory
pouzita standardni metoda navrzena mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek
IHSS. K ziskdni nizkomolekuldrni (M,, < 10*Da), stiednémolekularni (10* < M,, <
105Da) a vysokomolekuldrni (M,, > 10°Da) frakce HK byl zésadity roztok podroben
ultrafiltraci pfes membranovy filtr o pfislusnych velikostech pora. Po dialyze byly pfislusné
roztoky vymrazeny a lyofilizovany. Frakcionace na tenké vrstvé byla v této praci nahrazena
pomoci ultrafiltrace roztoku HK. Jednotlivé frakce HK byly charakterizovdny pomoci
absorpéniho koeficientu E4/Es, ktery je definovan jako pomér absorbanci pifi 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 uvadeji, ze absorpcni koeficient E4/E¢ je silné
vazan na hodnotu stfedni molekulové hmotnosti, kdy se zvysujici se hodnotou M,, kles4
absorp¢ni koeficient E4/E¢ s pomérné vyznamnou hodnotou smérnice linearni regrese. Pomoci
FTIR analyzy bylo zjisténo, ze obsah karboxylovych funkénich skupin, jejichz specificka
absorpce je lokalizovana pfi 1720-1700 cm™!, pomérné dobie koreluje s hodnotou stedni
molekulové hmotnosti HK. Pomoci isotachoforézy bylo zjisténo, ze stfedné
a nizkomolekuldrni frakce jsou charakterizovdny vysokou mobilitou pifi pH 7-10, a tudiz
muze dochazet v pidnim ekosystému k ochuzovani padniho 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
vzorku piirodnich HK a jedna synteticka HK, ktera byla pfipravena autooxidaci hydrochinonu
pii pH 14. Prirodni HK byly extrahovany z hnédého uhli, dvou svrchnich horizontt pidy
Erica-Podzol a silné humifikované raSeliny, ktera je tézena v blizkosti jezera Diimmer
vseverni Casti  Spolkové republiky Neémecko. Vzorky HK byly rozpustény
v dimethylforamidu (DMF) o koncentraci 5 mg'ml™". Po uplném rozpusténi HK byly vzorky
naneseny na TLC desticku s fluorescencnim indikatorem F254 nm. Vzorky HK byly
frakcionovdny pomoci roztoku hydroxidu amonného a n-propanolu o koncentraci mobilni
faze (70:30 obj. %). Vsechny vzorky HK obsahovaly tfi frakce, jejichz obsah byl silné vazan
na pouzité pfirodni matrici a na metod¢ izolace HK resp. pH extrakéniho ¢inidla. Huminova
kyselina izolovand z hnédého uhli byla charakterizovana nejvys§§im obsahem frakce 2 a 3.
Naproti tomu HK izolované z pudnich horizonti A a B se vyznacovaly velmi podobnymi
mnozstvimi jednotlivych frakci, jejichz poloméry frakcionacnich zén se nachdzely v rozmezi
3,1-3,4 mm. Dale autor uvadi, ze synteticka HK byla charakterizovana rovnéz tfemi frakcemi,
avSak jejich diference v obsahu byla velmi mala. Mimo jiné autor uvadi, ze tento vzorek nebyl
rozdelen na jednotlivé zony, ale spiSe tvotil jediny pas na sebe navazujicich frakci, pficemz
bylo obtizné stanovit hranice mezi jednotlivymi frakcemi f1-£3.

Jos¢é 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 extrahovano 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 mEqg"' COOH,
5,16 mEq-g”' fenolickych ~OH a 6,28 mEq-g™' alifatického —~OH. FK byly methylovany
pomoci tii po sobé jdoucich kroki dimethylsiranem a uhli¢itanem draselnym v butanolu.
Prebytek cinidla byl hydrolyzovan zifedénym roztokem HCI, organicka faze obsahujici FAm
byla extrahovdna vodou do odstranéni anorganickych soli, nasledné¢ bylo rozpoustédlo
odpateno ve vakuu. FElementarni slozeni FAm bylo: C 56,4 hm. %, H 5,8 hm. %,
N 0,7 hm. %, O 37,1 hm. %. Po tficetiminutovém susSeni silikagelovych desticek byl na né
nanesen vzorek a desticky byly umistény do elu¢ni smési, kde byly ponechany do dosazeni
10 cm od cela aplikace. Béhem nasledného suSeni a skenovani paprskem denzitometru bylo
zjisténo vyvinuti dvou frakci na kazdé desce. Pripravny TLC byl rozdelen do dvaceti sekci,
kazda 0,5 cm S§iroka, silikagel z kazdé sekce byl odstranén. U FA kazda oddélena sekce byla
smichdna s vodou a filtrovdna k odstranéni silikagelu, po pfidani KBr k filtratu byl roztok
odparen ve vakuu. Vysledny prasek byl susen a slisovan do formy KBr tablety. Kazda sekce
FAm byla umisténa do malé trubky spolecné s matrici KBr, po pfidani acetonu doslo
k odpafeni 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
optimdlni z6ny 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 optimdlni zény 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 hafe provadéla na FAm, kvuli snizené polarité, ktera brani dobrému
oddéleni slozek.

Woelki a kol. [50] se ve své praci zabyvali HPLC frakcionaci HK extrahovanych z pidy
a ze sodnych soli HK, jejich cilem bylo dosahnout zlepSené separace HL, pii jejich
maximalnim obnoveni, pro dal§i spektroskopickou analyzu a pro zkouméani strukturni
dynamiky jednotlivych frakci huminovych latek. V této praci bylo pouzito devét vzorkit HK
s riznou kontaminaci, dva vzorky byly extrahovany pobliz Lipska, sedm bylo extrahovano
z pudy v urCitych vzdalenostech od feky nachazejici se v regionu Bitterfeld. Pro HPLC
frakcionaci byly vzorky sodnych soli HK rozpustény ve vodé, extrahované HK byly
rozpustény v 0,01 M NaOH pomoci ultrazvukové lazné. Autorim se podafilo zjistit, ze
obnova sodné soli HK v zavislosti na poctu po sobé¢ jdoucich chromatografickych separaci
roste z 87,8-91,4%. Béhem procesu se uplatiiuje postup Cisténi, ktery byl behem série
po sobé jdoucich méteni uplatnén tiikrat. Béhem procesu extrakce z pudy byly HL filtrovany
ptes 0,45 um membranovy filtr. Diky vynikajicim vysledkim by metoda HPLC mohla byt
pouzivand pro monitorovani zivotniho prostfedi. Pro zkoumdani strukturni dynamiky
v pudnich frakcich byly vSechny vzorky oddéleny gradientovym programem
(acetonitril:voda), vSechny vzorky obsahovaly nejméné pét frakci bez ohledu na pivod nebo
kontaminaci HL. Pomoci reverzibilni chromatografie byly potvrzeny konformacéni studie
proteint, které odhalily reverzibilni zmény v sekundarni struktufe. Bylo prokazano, ze muze
hydrofobni matrice spolu s nepolarnim rozpoustédlem denaturovat protein. Hydrofobicita
huminovych molekul se odpovidajicim zptusobem zvySuje a separace HL pomoci RS
chromatografie je ovlivnéna zménou hydrofobicity v dasledku 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,HPOs-2H,0, NaH,PO4- 2H,0, vyrobce Sigma Aldrich.

3.2 Pouzité pristroje

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

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

Hitachi U3900H — UV/Vis spektrometr;

pozorovaci box s UV zdrojem zafeni;

Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc — FTIR spektrometr;
Fluorescencni spektrometr (steady-state) Edinburgh Instruments FSS5.

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 ultrafialové a viditelné oblasti zafeni (UV/Vis) a infracervenou spektrometrii
s Fourierovou transformaci (FTIR), diky kterym bylo mozné charakterizovat strukturu
a vlastnosti jednotlivych HL.

3.3.1 Elementdrni analyza

Pomoci elementarnitho analyzatoru EA 3000 bylo zjisténo prvkové slozeni vzorku
huminovych a fulvinovych kyselin. Kalibrace elementdrniho analyzidtoru byla provedena
pomoci standardu 4-amino-benzen-sulfonamidu. Navazené vzorky byly spaleny v kyslikové
atmosfére pii pracovni teploté reaktoru 980 °C. Elementarni slozeni bylo zji§téno pomoci
vyhodnocovaciho programu Callidus, verze 5.1. Ziskané elementarni slozeni bylo pfepocteno
na atomov4 procenta (at. %).

3.3.2 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetricka analyza byla provedena pro vSechny vzorky, tj. Pahokee Peat HK
aFK. Byl pouzit pfistroj TA Instruments TGA Q5000, jehoz vysledky méfeni byly
zaznamenavany pocitacovym softwarem. Vzorky HK a FK byly spaleny z laboratorni teploty
na koneé&nou teplotu 800 °C v atmosféfe vzduchu s prittokem 50 ml'min~! a s rychlosti ohfevu
pece 10 °C-min~'. Z naméfenych dat byl stanoven obsah nespalitelného podilu (tj. popela)
a celkové vlhkosti.
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3.3.3 UV/Vis spektrometrie

Podstatou UV/Vis spektroskopie je absorbance ultrafialového a viditelného zateni, tedy
oblasti 200 az 1000 nm. Tato metoda byla vybrana k fyzikalné-chemické charakterizaci
vzorkt HK a FK. Na zakladé provedené literarni reSerSe byly vybrany nasledujici absorpcni
koeficienty: Ea/Es4, E4/E¢ a Egr/En, cozjsou poméry absorbanci pii vhodné zvolenych
vinovych délkach. Pomér E4/E¢ ziskany z absorbanci pii vinovych délkach 465 az 665 nm, se
nazyva humifika¢ni index. Byly pfipraveny roztoky HL o koncentraci 10 a 50 mgl1™
ve standardnim fosfatovém pufru o hodnoté pH 7, smes NaoHPO4-2H>O a NaH,PO4-2H,O
v poméru 1:1,79.

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

3.3.4 FTIR spektrometrie

Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci byla v této bakalarské praci pouzita
k zakladnimu screeningu téchto biokoloidnich latek (informace o struktufe, povaze, obsahu
jednotlivych funkénich skupin, at’ uz mame na mysli reaktivni funkéni skupiny €i zdkladni
stavebni jednotky HL). DRIFT spektra vzorkt HL byla naméfena na FTIR spektrometru
Nicolet iS50. Vsechna infracervena spektra HL byla zméfena v rozmezi vlnocti
4000-400 cm™! s rozlienim 8 cm ™! a s celkovym poétem akumulovanych skenii 512. Déle je
nutné podotknout, ze metoda méfeni DRIFT spekter nezpusobuje de-protonaci kyselych
funk¢nich skupin HL, jak je tomu v pfipad€ pouziti transmisni techniky, kdy vzorek je lisovan
pfi vysokych tlacich (= 80 kN-cm™") ve smési s KBr.

3.4 Postup pripravy vzorku 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 f6lii pomoci sklenéné kapilary. Po odpafeni methanolu
(ptes noc), se TLC folie nechala vyvijet ve sklenéné nadob€, na jejimz dné byl filtrani papir
nasakly ve smeési methanolu a ethylacetatu (2:1). Chromatograficky zaznam byl vyvijen
podobu 50 min. Po této dobé se TLC fdlie nechala uschnout. Pod UV lampou bylo
pozorovdno sedm zon, které odpovidaji jednotlivym studovanym organickym frakcim
(pojmenovany HKEA — HKEG). Kazda skupina byla individualné odstranéna z desticky
a extrahovdna pomoci methanolu pro UV/Vis spektrometrii. Celd skupina spektra byla
meéfena v methanolu. Stejny postup byl aplikovdan u FK. Pod UV lampou bylo pozorovdno
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 pripravenych roztokti organickych frakci HL byly naméfeny jejich UV/Vis spektra,

ze kterych byly nasledné vypocteny absorpéni koeficienty Egrr/Ep. a E»/Es. Absorpéni
koeficient E»/E3 je definovan jako pomér absorbanci pfi 250 a 365 nm. Méfeni UV/Vis
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spekter téchto vzorkt probihalo pfi stejném experimentalnim nastaveni UV/Vis spektrometru
Hitachi U3900H (viz. podkapitola 3.3.3)

3.6 Fluorescen¢ni spektrometrie organickych frakei HL

Podstatna cast této bakalarské prace je vénovana studiu organickych frakci izolovanych ze
standardi HL. Pahokee Peat pomoci ustilené (steady-state) fluorescencni spektrometrie.
Organické frakce byly zméfeny na steady-state fluorescencnim spektrometru Edinburgh
Instruments FS5® s nastavenou Sitkou §térbin excita¢niho a emisniho monochromatoru 4 nm
v kiemenné kyveté SUPRASIL® pro fluorescenéni spektrometrii s optickou drahou 1 cm.
Emisni fluorescencni spektra roztokt organickych frakci piipravenych podle postupu
viz. podkapitola 3.4 byla zméfena v rozsahu vlnovych délek 300-600 nm pfi konstantni
vlnové délce excitacniho zareni 280 nm.

Fluorescencni koeficient podle Zsolnaye (HIX) [51] byl ziskdn z poméru ploch emisniho
spektra organické frakce, kde pfislusné plochy A a A4 jsou vypocteny jako plosné integrily
v rozmezi vlnovych délek 435-480 nm (plocha As) a 300-345 nm (plocha Aj). K tomuto
ucelu byla pouzita emisni fluorescencni spektra pfipravenych organickych frakci.

Hodnoty fluorescencnich intenzit (Ir) byly korigovdny 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 standardia HL Pahokee Peat

Standardy HL, které byly pouzity v této bakalarské praci k frakcionaci organické hmoty
pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC), byly podrobeny zakladni fyzikalné-chemické
charakterizaci pomoci elementirni a termogravimetrické analyzy. Vysledky obsahu
biogennich prvka, 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 0/C popel vlhkost
" - < 5 (hm. %) (hm. %)

Pahokee 4323 4216 195 1266 098 029 LIS 6,95

Peat HK

Pahokee 3540 4250 135 2076 120 059 689 9.39

Peat FK

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

Jak je z Tabulky 2 ziejmé, standardy HL jsou pfevazné tvoreny uhlikem, vodikem
a kyslikem. Naproti tomu z ostatnich sledovnych prvka byl dusik pfitomen 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 bakalarské praci byla pouzita GC kolona, ktera
umoziuje stanoveni tohoto biogenniho prvku v minimalni hmotnostni koncentraci 0,5 hm. %.
Z naméfenych vysledki je ziejmé, ze HK Pahokee Peat je v porovndni s FK Pahokee Peat
tvorena vys§im obsahem kysliku, ktery je prevazné vazan s obsahem kyselych funkcnich
skupin, jako jsou karboxylové a —OH fenolické skupiny, rovnéz pfichazeji v uvahu i alkoxy
skupiny tzn. -OCH3. Rovnéz je na tomto misté nutné podotknout, ze mnoho autorii dava ve
spojitost obsah dusiku s mikrobialni aktivitou béhem humifikacniho procesu. Obsah vodiku
byl v pfipadé téchto HL prakticky totozny, jelikoz diference mezi nimi byla pouhych 0,34 at.
%. Z vysledki uvedenych v Tabulce 2 je ziejmé, ze vlhkost HL se pohybovala v rozmez{
7,0-9,4 hm. %. Vyssi vlhkost FK je pravdépodobné zpusobena vy$sim obsahem polarnich
funkénich skupin, které hraji kli€ovou roli v sorpci vzdusné vlhkosti na povrchu vzorku.
Z porovnani pouzitych standardt IHSS je zifejmé, ze HK vykazovala vys§i Cistotu, jejiz obsah
nespalitelného podilu byl stanoven na 1,2hm. %. Obecné muzeme fici, ze obsah
anorganickych pfimési, tj. popela je zavisly na zvolenych purifikacnich krocich beéhem izolace
HL z pfirodni matrice. Toho si muzeme povSimnout v piipadé standardu FK, ktery nebyl
precistén pomoci smési roztoki HCI-HF, jelikoz FK jsou dle standardniho postupu izolace
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HL dle mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek IHSS izolovany pomoci
hydrofobnich pryskyfic 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 stuperi aromaticity,
obsahu kyselych funk¢nich skupin a hydrogenace. Ziskané atomové poméry jsou
sumarizovany v Tabulce 2. Jak je z hodnot atomového poméru H/C ziejmé, standard HK
v porovndni se svoji fulvinickou frakei vykazoval nizsi hodnotou tohoto atomového pomeéru,
ktery je indikatorem stupné aromaticity a miry dehydrogenace. Z tohoto divodu muzeme
konstatovat, ze studovany standard HK je charakterizovan vysS§i mirou aromaticity
a dehydrogenace v porovnani s FK. Ddle, vysokd hodnota atomového poméru O/C v piipade
FK Pahokee Peat svédCi o vysSim obsahu kysliku obsahujicich funkénich skupin, kam
zpravidla fadime karboxylové, —OH fenolické, —OR alkoxylové a —O- etherové funkcni
skupiny. Tyto vysledky jsou v dobré shodé¢ se zavéry UV/Vis a FTIR spektrometrie.

4.2 UV/Vis spektrometrie standardu HL Pahokee Peat

Molekulova absorp¢ni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického
zateni (UV/Vis) patfi mezi zakladni instrumentalni techniky studia a charakterizace HL
a DOM. K tomuto ucelu byly navrzeny tzv. absorpcni koeficienty, které jsou definovany jako
pomeéry absorbanci pii vhodné€ zvolenych vinovych délkach. Obecné muizeme fici, ze tyto
koeficienty v sob& odrazi sttedni molekulovou hmotnost M,, , aromaticitu, stupeti humifikace
a miru substituce aromatickych struktur kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami (-COOH,
—OH a —OCH3) studovanych HL. a DOM. Tyto absorp¢ni koeficienty jsou vyrazné citlivé na
hodnotu pH prostredi, a proto byly studované vzorky HL méfeny pii konstantni hodnoté¢ pH
v prostiedi fosfatového pufru o hodnoté pH ~ 7.

Vypoctené absorpcni koeficienty Egr/Es., E2/Ea, Eo/Es a E4/Ee resp. Ques/e65 jsou uvedeny
v Tab. 3.

Tabulka 3: Vypoctené hodnoty absorpcnich koeficientii

Absorp¢ni koeficient

Vzorek
Eet1/Eg: Eo/E3 Eo/E4 E4/Es
HK 0,79 2,82 6,49 5,08
FK 0,73 4,24 13,19 8,50

Z Obr. 5 (viz. kapitola Prilohy) je zifejmé, ze vSechna UV/Vis spektra studovanych HL byla
charakterizovana kvaziexponencialnim pribéhem s dominantni absorbanci v oblasti UVC
a UVB ultrafialového zafeni. Z vypoctenych hodnot absorpénich koeficienti vyplyva, ze
studované HL jsou charakterizovany obvyklymi hodnotami absorpénich indext, které
odpovidaji HL izolovanych z kaustobioliti [52]. Hodnota absorpcniho koeficientu Egr/Es,
vzorku HK dava tusit, ze tento vzorek obsahuje ve své struktufe vice aromatickych jednotek,
které jsou substituovany kyslik obsahujicimi funk¢nimi skupinami, jako jsou karboxylové
a—OH fenolické. Naproti tomu byl standard FK charakterizovan nizs§i hodnotou tohoto
absorpcniho koeficientu, a proto se muzeme domnivat, ze tento vzorek obsahuje vice
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alifatickych substituentti na karboxylovych resp. —OH fenolickych skupinach. Tento zavér je
v dobré shodé s vysledky ziskanymi pomoci infracervené spektrometrie, kde v DRIFT spektru
byl lokalizovan absorp¢ni pas, ktery odpovida valen¢ni symetrické vibraci C=0 vazeb v aryl-
esterech (Ar—O-CHz).

Ostatni absorpcni koeficienty, které jsou uvedeny v Tab. 3 jsou prevazné ukazateli
aromaticity, stupné humifikace a stfedni molekulové hmotnosti. Z vypoctenych hodnot
absorpcnich koeficienti Eo/Es, Eo/E3 a E4/Eg je ziejmé, ze vzorek standardu HK se vyznacuje
vyS§§i aromaticitou, stfedni molekulovou hmotnosti a vys$im stupném humifikace v porovnani
s FK izolovanou ze stejné ptirodni matrice. V pfipadé, kdy je absorbance vzorku HL
v rozmez{ vinovych délek 500-700 nm pfili§ nizka, absorpcni koeficient E4/E¢ se stava méné
citlivym k strukturnim zménam té€chto biokoloidnich latek. Proto je vhodné pouzit absorpcni
koeficient Ex/E4, ktery je definovan jako pomér absorbanci pii 265 nm a 465 nm. Toho si
muizeme povSimnout v Obr. 5 v pfipadé vzorku Pahokee Peat FK, kde se absorbance
v prislusnych vinovych délkéach blizi limitné€ k nule.

4.3 FTIR spektrometrie standardu HL Pahokee Peat

Na Obr.6 jsou uvedena infratervena DRIFT spektra standardd HL Pahokee Peat
doddavanych spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek THSS (International Humic
Substances Society). Infracervena spektra téchto ,,bio-koloidii*“ byla méfena pomoci FTIR
modulu difuzni reflektance (Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy),
diky které nedochdzelo ve vzorcich k deprotonaci, resp. dekarboxylaci kyselych funkénich
skupin (-COOH a fenolické —OH), jak by k tomu pravdépodobné dochéazelo v pripade
standardné pouzivané metody lisovani KBr tablety (transmisni metoda). Podle Davise a kol.
[53], dochdzi pfi lisovani KBr tablety se vzorkem HL vlivem vysokych tlakii (p > 6 t-cm™2)
k iontové vyméné mezi vodikovymi kationy a kationem pouzité soli tzn. K* anebo Na’,
a tudiz mize dochazet k nezadoucimu snizeni intenzity absorpéniho pasu v oblasti vinocta
1720-1700 cm™', ktery odpovida valenéni symetrické vibraci C=O vazeb v karboxylovych
funk¢nich skupinach. DRIFT spektra jsou vyjadfena v linedrnich jednotkdch Kubelka—Munk,
které odpovidaji jednotkam absorbance ve spektru mefeného transmisni technikou.
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Obrazek 6: DRIFT spektra standardit HL

Siroky a intenzivni absorpéni pas lokalizovany v oblasti vino&tt 3500-3200 cm™" odpovida
valen¢ni symetrické vibraci O—H a N-H vazeb v karboxylovych kyselindch, sekunddrnich
amidech, alifatickych alkoholech a fenolech. Mén¢ intenzivni absorpcni pasy lokalizované pfi
2951 cm™ a 2940 cm™' jsou zpravidla piipisovany valenéni asymetrické vibraci C—H vazeb
v methylenovych skupindch. Vzorek standardu FK byl charakterizovan absorpnim pasem pii
2981 cm™', ktery je obvykle pfipisovan valenéni asymetrické vibraci C-H vazeb
v methylovych skupindch. Tento vysledek je v dobré shodé s absorpcnim koeficientem
Eg1/Eg;, ktery byl v piipadé tohoto vzorku nizs§i v porovnani se standardem raSelinistni HK.
Pritomnost —CH3 funk¢nich skupin byla v infraervenych spektrech standardd HL potvrzena
absorpénim pasem pii 1380 cm™!, ktery je vyhradné& piipisovan symetrické deformacni vibraci
C-H vazeb v methylovych skupinach. Tento vibracni méd je v odborné literature oznacovan
jako deStnikova vibrace. Ostry a velmi intenzivni absorpéni pas lokalizovany pfi 1722 cm™
odpovida valencni symetrické vibraci C=0 vazeb v karboxylovych kyselinach
substituovanych na aromatech. Jelikoz je tento absorp¢ni pas posunut k vys§sim vinoctam, tak
ptichazeji v dvahu i konstitucni jednotky jako jsou aryl-estery. Tento absorpcni pas je vice
intenzivni v ptipadé standardu FK, a proto se mizeme domnivat, Ze tento vzorek obsahuje
vice —COOH funk¢nich skupin. Pfitomnost karboxylovych skupin byla rovné€z potvrzena
pomérné intenzivnim a §irokym absorpénim pasem pii 2623 cm™!, ktery odpovida valenéni
symetrické vibraci O-H---O vazeb, tvortici ve struktufe HL dimerni formy karboxylovych
skupin. Ddle v infracervenych spektrech standardi HL muzeme nalézt absorpcni pas pii
1230 cm™, ktery je zpravidla pfisuzovan valenéni symetrické vibraci C-O vazeb
v karboxylovych kyselinach. V infratervenych DRIFT spektrech standardd HL si nelze
nepovsimnout absorp&niho pasu lokalizovaného v oblasti vinoétd 3085-3078 cm™!, ktery je
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vyhradné pfisuzovan valenéni symetrické vibraci C—H vazeb v aromatickych jednotkdch
studovanych HL. Ostry absorpéni pas s proménlivou intenzitou, jenz byl lokalizovan pii
1607 cm™!, je obvykle piisuzovan valenéni symetrické vibraci C=C vazeb v aromatickych
jednotkdch HL. Tato hypotéza je rovnéz potvrzena mén¢ intenzivnim absorpCnim pasem pfi
1515cm™, ktery odpovida valenéni symetrické vibraci C=C vazeb v aromatickych
prekurzorech ligninu. Tento absorpcni pas byl identifikovan pouze ve vzorku HK. V piipadé
obou standardd 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 Kvalitativni vyhodnoceni TLC chromatografie

Z jednotlivych chromatografickych zén pozorovanych na TLC desticce, které odpovidaji
organickym frakcim pifitomnych v HL Pahokee Peat, byly vypocteny jejich pftislusné
retardacni faktory Ry V pfipadé organickych frakci, které se na chromatografické desticce
jevily jako bezbarvé, byla pro jejich vizualizaci pouzita pozorovaci komora s UV svétlem
(viz. Obrazek 9 v kapitole Ptilohy). Vypoctené retardacni faktory jsou uvedeny v Tabulce 4
a 5. Z naméfenych vysledka a pozorovani je ziejmé, Ze vzorek standardu HK v porovnani
se standardem FK obsahuje takové organické frakce, které jsou siln€ji poutany k adsorbentu
TLC desticky, kdy jejich nizka mobilita je reprezentovana nizkymi hodnotami retardacnich
faktort. Mimo jiné si v Tabulce 4 a 5 nelze nepovSimnout, ze nékteré frakce organickych
sloucenin studovanych HL maji velmi podobné hodnoty Rt. A proto se miZzeme domnivat, Ze
tyto frakce maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti.

Tabulka 4: Retardacni faktory organickych frakci HK

Organické frakce HKEA HKEB HKEC HKED HKEE HKEF HKEG

R 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

R 0,04 0,48 0,65 0,79 1,00
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Obrazek 7: TLC chromatogramy organickych frakci standardit Pahokee Peat
4.5 UV/Vis spektrometrie organickych frakci HL

UV/Vis a steady-state fluorescencni spektrometrie byla v této bakalarské praci pouzita
k vypoctu absorpcnich koeficientd Egr/Ep,, E2/Es a humifikacniho indexu HIX jednotlivych
organickych frakci standardu HL. Pahokee Peat, které byly ziskdny pomoci chromatografie na
tenké vrstvé. Vypoctené absorpéni koeficienty Eer/Ep;, E2/E3 a humifikacni 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
EEer/EB. 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
EEer/EB: 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

Namétena UV/Vis spektra organickych frakci byla charakterizovana kvaziexponencidlnim
prubéhem, ktery je pfiznaCny pro rozpusténou organickou hmotu DOM (viz. Obrazek 10
Prilohy). Jak je patrné z vysledkd uvedenych v Tabulce 6 a 7, organické frakce vykazuji
typické hodnoty absorpcnich koeficientt DOM izolovanych z kaustobiolitickych pfirodnich
matric (raSeliny, lignitu a leonarditu). Z vypocteného absorpcniho koeficientu Egr/Ep, je
zieymé, 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 porovndni s organickymi frakcemi, které byly eluovany na TLC nejdfive resp.
nejrychleji. Déle si v Tabulce 6 a7 mizeme povSimnout, ze mira substituce aromatickych
struktur polarnimi funkénimi skupinami klesala s rostoucim retardacnim faktorem Ry
jednotlivych organickych frakei. V ptipadé€ organickych frakci HKEF, HKEG, FKED a FKEE
mohou nizké hodnoty tohoto absorpCniho koeficientu také znamenat wvyS§i substituci
aromatickych struktur nepoldarnimi skupinami, jako jsou zejména —CH3s pfipadné alifatickymi
fetézci, které maji pravdépodobné pavod v latkach jako je bitumen ¢i lipidickych stavebnich
jednotek HL.

V piipadé organickych frakci izolovanych z HK se absorpéni koeficient E2/E3 pohyboval
vrozmezi 3,9—-11,5. Naproti tomu organické frakce izolované z FK byly charakterizovany
uzsim rozpétim hodnot tohoto absorpéniho koeficientu, to znamend i uzsi distribuci stredni
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
divodu se mizeme domnivat, ze vyssi molekulova hmotnost a aromaticita organickych frakci
je v pifimé souvislosti s obsahem polarnich funkénich skupin. Naproti tomu nejniz§im
stupném aromaticity a stfedni molekulové hmotnosti se vyznacovaly posledni frakce, které
byly lokalizovdny v blizkosti ¢ela TLC desticky. Obecné miizeme konstatovat, ze vzorek HK
byl charakterizovan vyssi polydisperzitou konstitucnich jednotek supramolekuly.

Humifika¢ni index HIX je definovan jako pomér dvou ploch pod emisnim spektrem pfi
vhodné zvolenych regionech vinovych délek. Tento index je velmi dobrym indikdtorem
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
retardaCnim faktorem Ry Tyto zavéry jsou v dobré shodé s vysledky pofizenymi pomoci
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steady-state fluorescencni spektrometrie, ve kterych byly analyzovany fluorofory huminového
a nehuminového charakteru (tyrosin-like a tryptofan-like).

4.6 Fluorescen¢ni spektrometrie organickych frakci HL

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

Veskeré organické frakce HL pouzité v této bakalatské praci byly podrobeny zakladni
charakterizaci pomoci ustalené fluorescencni spektrometrie, resp. méfeni jejich emisnich
fluorescencnich spekter. Rovnéz je na tomto misté nutné podotknout, ze vSechna namérena
fluorescencni spektra resp. jejich intenzity fluorescence byly korigovdny pomoci
matematického aparatu navrzeného Lakowiczem [51], ato z davodu silného wvnitiniho
filtracniho efektu roztokli organickych frakci HL. Hlavnimi divody pro¢ by mél byt vnitini
filtracni efekt prvniho a druhého druhu korigovan je fakt, ze IFE (Inner filter effect) ovliviiuje
nejen vyslednou intenzitu fluorescence (Ig), ale i vypoCtené hodnoty fluorescencnich indext
napi. HIX a v neposledni fad¢ zejména polohu fluorescencnich maxim v emisnich spektrech.
Opomenutim tohoto fenoménu bychom se dopustili v pfipadé vyhodnoceni a nasledné diskuzi
experimentalnich dat zavaznych zkresleni ¢i chybnych interpretaci. Vnitini filtracni efekt byl
v této bakalarské praci korigovan podle Lakowicze, jehoz matematicky zdpis je definovin
rovnici:

Feorr = Fops X 100'5(Aex+Aem), (D

kde F.ps je experimentalné zjiSténa intenzita fluorescence, A.. je absorbance pfi excitacni
vinové délce v naSem pripade€ Aex=A280 nm, Aem € absorbance pii emisni vinové délce v naSem
ptipadé je dana rozmezim A.,,=A300-600 nm @ Fcorr j& korigovand intenzita fluorescence.

Jednou z fundamentélnich metod, jak mohou byt HL. a DOM charakterizovany, je méteni
jejich emisnich spekter. Po korekci IFE byly z naméfenych emisnich spekter organickych
frakci odecteny polohy fluorescen¢nich maxim a jejich pfislusnych intenzit Ir (max), které
jsou sumarizovany v Tab. 8 a v 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 Ir
(nm) (CPS) (mm) (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 Ir A Ir A Ir A Ir
(nm) (CPS) (mm) (CPS) (mm) (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 vysledkti uvedenych v Tabulce 8 a 9, studované vzorky vykazuji typicka
fluorescencni maxima HL a DOM izolovanych z terestrialnich pfirodnich matric. V tomto
ohledu mame predevsim na mysli ty fluorofory, které se nachéazeji v oblasti vysSich vinovych
délek emise (400-500 nm). Do této skupiny fluorescen¢nich maxim fadime fluorofory, které
jsou v ptimé souvislosti s konstituénimi jednotkami HL, jedna se o fulvic-like a marine-like,
ktery je nékterymi autory povazovan za prekurzor fluoroforu humic-like. Déle si
v Tabulce 8 a 9, resp. Obrazku. 11 a, b (viz. kapitola Pfilohy) nelze nepov§imnout, Ze vSechny
organické frakce HL (HK aFK) obsahuji i fluorofory ne-huminového -charakteru
tzn. tyrosin-like a tryptofan-like. Tyto fluorofory jsou produkovany na zakladé biologické
aktivity mikroorganismu, jez maji svij puvod v latkach, jako jsou aminokyseliny tyrosin
a tryptofan. Mimo jiné zde musime konstatovat, ze fluorescencni maximum oznacované jako
tryptofan-like se v naméfenych emisnich spektrech jevilo jako mén€ vyrazné raménko.
Z nameétenych vysledk uvedenych v Tabulce 4 a 5 vyplyva, ze s rostouci elu¢ni rychlosti na
TLC desticce dochazi v piipadé fluoroford fulvic-like k vyraznému modrému posunu
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fluorescencniho maxima. To je pravdépodobné zpusobeno niz§im obsahem aromatickych
strukturnich  jednotek (snizeni mw-elektronového systému) anebo snizenim obsahu
konjugovanych dvojnych vazeb vlivem konverze kondenzovanych aromatickych struktur na
nelinearni, strukturné jednodussi systémy. Tento vysledek je v dobré shodé se zavéry
porizenymi pomoci HIX a UV/Vis absorpénich koeficienti. Obecné mizeme fici, Ze
s rostoucim retardaénim faktorem Ry organickych frakci klesa jejich stfedni molekulova
hmotnost M,,, kterd je v pfimé umérnosti s poétem aromatickych strukturnich jednotek. Déle
si v Tabulce 8 a 9 miZzeme povSimnout, ze zjiSténa intenzita fluorescence je v pfipadé
huminovych fluorofort nizsi, nez je tomu u konstitu¢nich jednotek mikrobialniho ptivodu.
Toto mizeme s jistou pravdépodobnosti vysvétlit tim, ze fluorescenéni maxima, ktera jsou
lokalizovdna v oblasti vySSich vinovych délek emise snizsi intenzitou fluorescence, se
zpravidla vyznacuji kondenzovanym systémem aromatickych strukturnich jednotek anebo
strukturnimi jednotkami s vysokym stupném konjugace dvojnych vazeb. V emisnich
fluorescencnich spektrech si mizeme povsimnout, ze fluorescenéni maxima oznacovana jako
fulvic-like extrahované z FK se v porovnani s HK nachézeji v oblasti nizsich vinovych délek
emise.

Na zakladé provedené literarni reSerSe se nam nepodafilo identifikovat fluorescencni
maximum, které bylo lokalizovdno v organické frakci FKEC pfii velmi vysoké hodnoté Aem,
kterd byla stanovena na 552 nm. Jelikoz bylo méfeni realizovano v MeOH o kvalité
vyhovujici spektrometrickym analyzam, tak se jist¢ nejedna o Ramantv pik druhého fadu,
ktery by pfichazel vavahu meéfeni fluorescencnich spekter realizovanych ve vodném
prostfedi. Kvalitativni analyza tohoto fluorescen¢niho maxima by mohla byt namétem dalsi
badatelské cinnosti v rdmci navazujictho magisterského studia. Jednou z moznych cest
kvantifikace tohoto fluoroforu by byla moznost vyuziti infratervené nebo Ramanovské
spektrometrie.
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zamétuje na charakterizaci struktury HL, pfedev§im na jednotlivé
frakce HK a FK a jejich chemicko-fyzikalni vlastnosti. Vzorky HK a FK pouzité v méfeni,
byly ziskané od mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek ITHSS. Standardy
huminovych a fulvinovych kyselin byly charakterizoviany pomoci elementdrni analyzy (EA),
termogravimetrické analyzy (TGA), molekulové absorpéni spektrometrie (UV/Vis)
a infraCervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR). Dale byla pouzita TLC
chromatogratie k ziskani jednotlivych frakci HK a FK. Kazd4d frakce byla dale
charakterizovana pomoci molekulové absorpéni chromatografie (UV/Vis) a fluorescencni
spektrometrie v ustdleném stavu.

Pomoci elementarni analyzy bylo potvrzeno, ze HL jsou slozeny pfevazné z uhliku, vodiku,
kysliku a v menSim mnozstvi i dusiku. Pfi porovnani HK a FK mizeme fici, ze huminové
kyseliny obsahuji oproti fulvinovym kyselinam vét§i 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 vyS§si mirou aromaticity
a dehydrogenace. Vysoka hodnota atomového poméru O/C v piipadé FK Pahokee Peat svéd¢i
o vysSim obsahu kyslikatych funkénich skupin. Metodou termogravimetrické analyzy bylo
zjisténo, ze Pahokee Peat FK obsahuje vys$s§i miru popela a vlhkosti narozdil od HK.

Hodnoty absorpcnich koeficienti v UV/Vis spektrometrii pomohly k charakterizaci
standardi HK a FK. Huminova kyselina se vyznaCovala vys§i mirou aromaticity a stupné
humifikace. Naproti tomu fulvinovd kyselina byla charakterizovana vys$si mirou substituce
aromatickych jednotek kyslik obsahujicimi funkénimi skupinami s urcitym podilem —OCH3s.
Toto tvrzeni je v dobré shod¢ s vysledky ziskanymi pomoci infracervené spektrometrie.

Jednotlivé zony na TLC desticce, odpovidajici organickym frakcim pifitomnych v HL, byly
pouzity k vypoctu piislusnych retardacnich faktord R Nizké hodnoty retardacnich faktora
standardu HK znaci, ze vzorek v porovnani se standardem FK obsahuje organické frakce,
které jsou silngji poutany k adsorbentu TLC destiCky. Neékteré frakce organickych sloucenin
HL maji velmi podobné hodnoty R: coz by mohlo znamenat, ze maji podobné
fyzikalné-chemické vlastnosti.

UV/Vis spektrometrie byla také pouzita k vypoltim absorpCnich koeficientd
a humifika¢niho indexu jednotlivych organickych frakci. Mira substituce aromatickych
struktur polarnimi funkénimi skupinami klesala s rostoucim retardacnim faktorem Ry
jednotlivych organickych frakci. Dale je z vysledkl zifejmé, ze nejvyssi molekulovou
hmotnosti a aromaticitou byly charakterizovdny organické frakce nachdzejici se v blizkosti
startovni ¢ary TLC chromatogramu. Diky vypoctenym hodnotdm humifika¢niho indexu
muiizeme fici, Ze aromaticita organickych frakci izolovanych z HL Pahokee Peat se snizovala
s rostoucim retarda¢nim faktorem.

Béhem meéfeni fluorescencnich spekter vSechny studované vzorky vykazovaly odpovidajici
fluorescencni maxima HL izolovanych z terestrialnich pfirodnich matric. Na zakladé
naméfenych vysledka bylo zjisténo, ze s rostouci elucni rychlosti na TLC desticce dochazi
v ptipadé fulvic-like fluorofora k vyraznému modrému posunu fluorescenéniho maxima. To je
pravdépodobné zptsobeno 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 potizenymi
pomoci HIX a UV/Vis absorpCnich koeficienti. Obecné 1ze fici, ze s rostoucim retarda¢nim
faktorem Ry organickych frakci klesa jejich stfedni molekulovd hmotnost.

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

7.1 Seznam pouzitych zkratek

C-NMR carbon-nuclear magneric resonance

DOM dissolved organic matter

EA elementdrni analyza

FK fulvinov4 kyselina

FTIR infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
HK huminov4 kyselina

HL huminov4 latka

HPLC high-performance liquid chromatography

HU humin

IHSS mezinarodni spolecnost pro vyzkum huminovych latek
MS hmotnostni spektrometrie

NOM natural organic matter

SEC size exclusion chromatography

TGA termogravimetricka analyza

TLC tenkovrstva chromatografie

UV/Vis ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zareni



7.2 Seznam pouzitych symboli

at. %
Eo»/E3
Eo/E4
E4/Es
Egr/Es;
Hm. %

elementarni sloZzeni v atomovych procentech

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

elementarni slozeni v hmotnostnich procentech
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hmotnost (%)
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Obrdzek 8: 1G krivky standardit HL. Pahokee Peat
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1,04 Pahokee Peat HK 10 mg/L
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Obrdzek 5: UV/Vis spektra standardit HL. Pahokee Peat
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Obrdzek 9: Pozorovani TLC chromatogramii pod UV zdienim v pozorovacit komore
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Obrdzek 10: UV/Vis spektra organickych frakci HL: a) organické frakce izolované 7 HK
Pahokee Peat; b) organické frakce izolované 7z FK Pahokee Peat.
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Obrdzek 11: Emisni spektra organickych frakci HL: a) organické frakce izolované 7z HK
Pahokee Peat; b) organické frakce izolované 7 FK Pahokee Peat.
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