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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem konformace a molekularni organizace huminovych
kyselin ve vodnych roztocich. Huminové latky maji heterogenni a polydisperzni povahu,
proto nebyla doposud zcela objasnéna jejich sekundarni struktura stejné jako jejich
konformaéni usporadani. Konformace huminovych latek v roztocich jsou pfevazné
stabilizovany slabymi disperznimi silami, jako jsou Van der Waalsovy, n-n, CH-n interakce
a vodikové vazby. Huminové latky v roztocich maji tendenci tvofit agregaty, které jsou
drzeny pohromad¢ piedevs§im intermolekularnimi hydrofobnimi interakcemi. Byly pfipraveny
koncentra¢ni fady huminovych kyselin ve tiech riiznych prostfedich se stejnou iontovou silou:
NaOH a NaCl (pfipraveny bud’ neutralizaci NaOH pomoci HCI, nebo ptimym fedénim
roztokem NaCl). Pro stanoveni konformace a molekularni organizace huminovych kyselin ve
vodnych roztocich byly pouzity nasledujici analytické metody: potenciometrické stanoveni
pH, piima konduktometrie, ultrafialova a viditelna spektrometrie, méfeni hustoty, dynamicky
rozptyl svétla, laserovd Dopplerova velocimetrie a vysoce rozliSovaci ultrazvukova
spektrometrie. Bylo potvrzeno, ze konformace a molekularni organizace huminovych kyselin
ve vodnych roztocich zavisi nejen na pH prostiedi, ale i na jeho chemické povaze
a koncentraci pti stejném pH. Vysledky ukazaly, ze hydrodynamicky primér castic se
vyrazné zvySuje v prostiedi NaCl pfipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI zvlasté pti
nizkych koncentracich huminovych kyselin, ¢emuz odpovidaji i vy$si hodnoty zjisténého zeta
potencidlu. Koncentraéni zdvislosti ultrazvukové rychlosti a stlacitelnosti roztoki
huminovych kyselin v danych prostfedich rovnéZ ukazuji na zmény konformace
a molekularni organizace korespondujici s vysledky ostatnich pouzitych metod.

KLICOVA SLOVA

Huminové latky, huminové kyseliny, konformace, molekularni organizace, dynamicky
rozptyl svétla, vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the conformation and molecular organization of humic acids
in aqueous solutions. Humic substances have heterogeneous and polydisperse nature,
therefore their secondary chemical structure has not yet been defined properly, neither has
their conformational arrangement. The conformation of humic substances in the solutions
is mainly stabilized by weak disperse forces, such as Van der Waals, n-n, CH-n interactions
and hydrogen bonds. Humic substances in the solutions tend to form aggregates that are held
together mostly by the intermolecular hydrophobic interactions. Concentration series
of humic acids were prepared in three different mediums of constant ionic strength: NaOH
and NaCl (prepared either by neutralization NaOH by HCI or direct dilution by solution
of NaCl). Several analytical methods have been used to determine conformation
and molecular organization of humic acids: potentiometric determination of pH, direct
conductometry, ultraviolet and visible spectroscopy, density measurement, dynamic light
scattering, laser Doppler velocimetry and high resolution ultrasound spectrometry. It was
confirmed that the conformation and molecular organization of humic acids in aqueous
solutions depend not only on pH of medium, but they also depend on chemical nature and
concentration with the same pH. Results showed that hydrodynamic diameter of particles
is significantly increasing in NaCl medium prepared by neutralization NaOH by HCI,
particularly at low concentrations, which corresponds to higher values of zeta potential
obtained. Concentration dependencies of ultrasonic velocity and compressibility also indicate
the changes in conformation and molecular organization corresponding with results from
other methods used.

KEY WORDS

Humic substances, humic acids, conformation, molecular organization, dynamic light
scattering, high resolution ultrasound spectrometry
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1 UVOD

Huminové¢ latky jsou smési mnoha riznych sloucenin s unikatnimi vlastnostmi. Vyskytuji se
ve vSech pudach, vodach a sedimentech ekosféry. Podili se na transportu rostlinnych zivin
a imisi, upravuji hodnotu pH, jsou reguladtory mnoha chemickych a biochemickych procesi,
dokazou zadrzet vodu a maji mnoho aplikaci naptiklad v medicin€, zeméd¢€lstvi a priimyslu.

Mechanismus vzniku huminovych kyselin je velice slozity a je neustdle zkouméan. Také
a polydisperzni povahu, a proto neni stale zcela objasnéna jejich sekundarni struktura stejné
jako konformaéni uspofadani. Konformace huminovych latek v roztocich jsou ptevazné
stabilizovany slabymi disperznimi silami, jako jsou Van der Waalsovy, n-n, CH-r interakce
a vodikové vazby. Huminové latky v roztocich maji tendenci tvofit agregaty, které jsou
drzeny pohromadé piedevs§im intermolekularnimi hydrofobnimi interakcemi. Konformace
a molekularni organizace je tedy siln€ zavisld na charakteru prostfedi a zménou podminek
v roztoku tak dochdzi ke zméndm v usporadani a velikosti ¢astic huminovych kyselin. Na
zaklad¢é tohoto byly zkoumany zmény konformace a molekularni organizace huminovych
kyselin ve vodnych roztocich. Byla vybrédna tfi rizna prostfedi pro rozpusténi huminovych
kyselin: NaOH a NaCl (pfipraveny bud neutralizaci NaOH pomoci HCI, nebo piimym
fedénim roztokem NacCl).

Pro studium konformace a molekuldrni organizace huminovych kyselin ve vodnych
roztocich byly vybrany nasledujici analytické metody: potenciometrické stanoveni pH, pfima
konduktometrie, ultrafialova a viditelna spektrometrie, méfeni hustoty, dynamicky rozptyl
svétla, laserova Dopplerova velocimetrie a vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat zmény konformace a molekularni organizace
huminovych kyselin ve vodnych roztocich v zdvislosti na jejich koncentraci a zptisobu
a podminkach pfipravy. Zjistit jejich chovani ve tfech riznych prostfedich o konstantni
iontové sile.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Huminové latky

Rozkladnymi a syntetickymi pochody se z odumielé rostlinné a zivoc¢isné hmoty v pudé tvori
tzv. humus, tmav¢ zbarvena amorfni organickd slozka pidy. Humifikuje se zhruba polovina
primarni organické hmoty, zbytek se mineralizuje. OdliSuje se piidni a vodni humus, které
se svym slozenim ponékud 1i$i. Vodni humus je méné¢ stabilizovan nez piidni humus.

Humus se hromadi v pid¢, raSelinistich a dnovych sedimentech, odkud rozpustné podily
humusu piechdzeji do povrchovych nebo podzemnich vod. Nejvice humusu obsahuje raselina
(40 hm. % az 50 hm. %). Pfi humifika¢nich pochodech vznikaji zpocatku ve vodé castecné
rozpustné huminové latky (HL), které maji tmavohnédou az Zlutohnédou barvu, a nakonec
nerozpustné huminy, jez jsou ¢ernohnédé.

HL patii mezi prevazné cyklické slouCeniny aromatického charakteru, jez jsou tmavé
hnédé. Projevuji se svou barvou a kyselosti. Patii do skupiny polyfenolti a polykarboxylovych
kyselin. Jsou to amorfni latky, vzniklé rozkladem organické substance, které¢ tvofi
polydisperzni systém s velkym rozsahem molekulovych hmotnosti od nékolika stovek
do statisicii. Vyznamnou vlastnosti HL je jejich chemicka 1 biochemicka stabilita, schopnost
vazat na sebe tézké kovy jak procesy komplexac¢nimi, tak i sorpénimi.

Z fyzikaln¢ chemického hlediska se HL rozpustné ve vodé chovaji jako hydrofilni koloidy
sriznym stupném disperzity. Koloidni ¢astice maji v pfirodnich vodach zaporny ndboj
a izoelektricky bod leZi v kyselé oblasti. V silngji alkalickém prosttedi tvoii pfevazné pravé
roztoky. Okyselenim roztokli dochazi k asociaci jednotlivych molekul a ke vzniku agregati
S ruznym obsahem primarnich ¢astic huminovych kyselin (HK). Fulvinové kyseliny (FK)
se okyselenim roztoku az do hodnoty pH 1 nesrazeji [1].

Tab. 1 Elementdrni slozeni huminovych a fulvinovych kyselin [2]

Obsah (hm. %)

Prvek HK FK
C 50-60 40-50
o] 30-35 44-50

H 4-6 4-6
N 2.6 1-3
S 0-2 0-2

HL biologicky stimuluji rist rostlin urychlenim bunééného dé€leni, coz urychluje rozvoj
kofenovych systémi a zvySuje vynos suSiny. HL také aktivuji €innost mikroorganismi,
stimuluji enzymy rostlin a zvySuji jejich produkeci, vystupuji jako organické katalyzatory
v mnoha biologickych procesech, stimuluji rdst kotfentli, zlepSuji pfijem zivin a zvySuji
kotenovou respiraci. Podporuji kli¢eni a Zivotaschopnost semen. Z diivodu velmi castého
vyuzivani pudy, kdy dochdzi k odstraiiovani minerdlnich zivin a HL, které jsou dilezitym
zdrojem vyzivnych substanci a prostftedkem pro vazbu zZivin a zlepSovani ptd, jsou HL
vyuzivany jako soucasti hnojiv.
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HL jsou efektivnim prostfedkem v boji s piidni korozi prostfednictvim vzniku koloidnich
agregatli a podpory kofenového systému rostlin. Pomahaji fesit problém presolenych pid tim,
ze snizuji vysoky obsah soli v pade, ktery vznika v disledku nadmérného pouzivani
mineralnich hnojiv. Dalsi vyhodou HL je redukce toxickych latek v padé [3].

Diky jejich schopnosti vazat tézké kovy se HL vyuzivaji pii CiSténi odpadnich vod.
U pfipravy pitné vody maji HL negativni vliv na jakost vody. Jejich komplexotvorné
schopnosti jsou diavodem zvySené koncentrace v huminovych vodach. ZvysSuji kyselost
a intenzitu zabarveni vody. Pifi upravé vody na vodu pitnou vSak vadi tim,
7ze nizkomolekularni HL (FK) nejsou odstranitelné koagulaci a pii chloraci vody jsou
prekurzorem zdravotné zavadnych trihalogenmethani. HL maji schopnost sorbovat se na
aktivnim uhli, tim vSak snizuji jeho sorpéni kapacitu pro jiné organické latky, coz neptiznive
ovlivituje G¢innost aplikace aktivniho uhli napf. pro odstranéni pesticidi z vody. Z téchto
duvodu jsou HL v pitnych, uzitkovych a provoznich vodach nezadouci [1].

Proces vzniku HL je nejméné probadanou oblasti chemie humusu. Existuje mnoho hypotéz
o puvodu a vzniku téchto slouc¢enin. Kdyz shrneme vSechny teorie o vzniku HL, dospé&jeme
Kk tomu, ze vznikaji v piirod¢ za spoluptisobeni mikroorganismiu nejspise z ligninu, bilkovin,
tiislovin a celulozy.

3.2 Déleni huminovych latek

HK a FK patii do Siroké skupiny organickych sloucenin, které vznikaji v prubéhu rozkladu
organické hmoty Zivo€isného nebo rostlinného pivodu. V disledku velkého poctu riznych
organickych sloucenin pfitomnych v zivém organismu vedou jejich rozkladné a rekombinacni
procesy Kk téméf nekonecnému poctu molekul, které se vyznacuji Sirokym rozsahem
vlastnosti.

HL rozpustné ve vodé se déli podle rozpustnosti v kyselém a alkalickém prostfedi na HK
a FK. Hranice mezi témito dvéma skupinami je zna¢né variabilni a lze je dé€lit na dalsi frakce
podle chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti. HK obsahuji v priméru 50-60 hm. %
organického uhliku, nasleduje kyslik, ktery je zastoupen okolo 30-35 hm. % FK maji nizsi
obsah uhliku, ale obsahuji vice kysliku. Dale HL obsahuji dal$i elementarni prvky jako je
vodik, dusik a sira. Jejich procentualni zastoupeni je uvedeno v Tab. 1. Elementarni slozeni
huminu je podobné HK.

Podle rozpustnosti ve vodé se HL déli na:
e Huminy (nerozpustné);
e Huminov¢ latky rozpustné ve vode
- Fulvinové kyseliny,
- Huminové kyseliny (Caste¢né€ rozpustné).

Huminy jsou ¢ernohnédé¢ latky, které jsou nerozpustné ve vod¢, alkoholech a zéasaditych
a kyselych roztocich. Maji nejvyssi molekulovou hmotnost z HL. Svou chemickou strukturou
a vlastnostmi jsou velice podobné HK [4].
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HL rozpustné ve vodnych roztocich se dale dle rozpustnosti v alkalickém nebo kyselém
prostiedi déli na HK, jez jsou rozpustné v alkalickém prostiedi, ¢astecné ve vod¢ a kyselych
roztocich, a FK, které jsou rozpustné jak v alkalickém, tak i kyselém prostiedi.

HK jsou nerozpustné v kyselém prostiedi (pH < 2), ale v prosttedi z vyssi hodnotou pH se
¢astecn¢ rozpousti. Jsou rozpustné v zasadach a v kyselinach se srazi. Nerozpustnymi se
stavaji pfi nizkych hodnotiach pH, kdy dochazi k protonaci karboxylovych skupin. Maji
vysokou sorpcni schopnost.

FK se od HK 1isi v mnoha faktorech. VSeobecné maji FK niz$i molekulové hmotnosti. Maji
vice kysliku diky tomu, Zze obsahuji vice kyselych funkénich skupin nez HK
a HL, obsahuji vice karboxylovych, fenolickych a karbonylovych skupin, coz je pti¢inou
vy$si rozpustnosti FK ve vodnych roztocich pti vSech hodnotach pH. FK maji méné vyrazny
aromaticky charakter a jsou kyselejsi nez HK. Maji zluté az svétlehnédé zbarveni na rozdil
od hnédého zbarveni HK. Kvuli mineralizaci je obsah FK niz$i v pudach, kde je vysoka
biologicka aktivita.

Huminové latlky

l , l

Fulvinowve kyseliny Huminowve kyseliny Huminy

Svitle avetle Tmawvé

Sedoferné

Zluté hnedé hnédé

Obr. 1 Rozdéleni huminovych latek podle zbarveni (Stevenson 1982) [5]

HK mitizeme podle rozpustnosti v alkoholech dale d¢lit na:

- Hymatomalanové kyseliny, které jsou v alkoholu rozpustné, zbarvenim jsou
cokoladové hnéde;
- Humusové kyseliny, které jsou v alkoholu nerozpustné.

Simon dale fadi k HK také humoligninové kyseliny, které jsou podobné ligninu. Lisi se
pouze svou nerozpustnosti v NaF a jsou pfechodem mezi ligninem a HK [6].

Pomér HK a FK v piid¢ je riizny a zavisi na typu pady. Nejvyssi pomér HK a FK v padé je
v oblastech s ¢ernozemi a nejnizsi je v tundfe. Humus s nejvy$§im obsahem HK tedy
nalezneme v oblastech, kde se nachazi bézna ¢ernozem a humus, ktery pochazi z oblasti ptd
tundry a pud podzolovych se vyznacuje vy$sim obsahem FK [4].
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3.3 Huminové kyseliny

3.3.1 Vznik a vyskyt huminovych kyselin

HL se vyskytuji ve vSech ptidach, vodach a sedimentech ekosféry, kde vznikly rozkladem
rostlinnych a zivocisnych tkani. HK jsou hlavni soucasti raseliny, hnédého uhli, v mensi mife
se vyskytuji i v ¢erném uhli. Jsou ve volné nebo vazané form¢ na rizné kovy.

HL jsou tvofeny spojenim rtiznych komponent, které jsou soucasti humifika¢niho procesu,
jako jsou aminokyseliny, ligniny, pektiny nebo sacharidy. Tyto latky jsou spojeny
intermolekularnimi silami (donor-akceptorovymi, iontovymi, hydrofilnimi a hydrofobnimi).
Je evidentni, ze mechanismus vzniku HL mutze byt nepatrné odliSny, zavisejici na
zemépisnych, klimatickych, fyzikalnich a biologickych podminkach [7].

Pti zvazovani ptivodu HL je tfeba zdaraznit, Ze zcela uspokojiva teorie pro vysvétleni
povahy a vyskytu HK a FK v riznych prostiedich dosud nebyla vyvinuta. Tyto nésledujici
zpuisoby vzniku mohou ptisobit ve vSech pidach, ale ne ve stejném rozsahu nebo ve stejném
poradi dulezitosti.

Biochemie vzniku HL je jednim z nejméné pochopitelnych aspektli chemie humusu a také
jednim z nejzajimavéjSich. Existuje nékolik zpisobid vzniku HL pfi rozkladu rostlin
a zivoc¢isnych zbytkl. V dne$ni dob¢ jsou znamy tfi teorie o vzniku HL, a to ligninové teorie,
polyfenolova teorie a vznik HL kondenzaci aminoslouéenin s redukujicimi sacharidy [4].

Zbytley rostlin
I
Transformace mikroorganismy Modifikovany lignin
|
=acharidy Polyfencly  Aminoslougeniny Ligninowe
dekompozitni
produlcty
Chinony >t Chinony
Kondenzace +
sacharidi s aminy Dolytenclova teorie Ligninowva teorie
» Huminove latky «

Obr. 2 Teorie vzniku huminovych latek (Stevenson 1982) [4]
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3.3.1.1 Ligninova teorie

Mnoho let se piedpokladalo, ze HL jsou odvozeny od ligninu. Podle této teorie je lignin
nelplné preménén mikroorganismy a zbytek z n¢j se stdva ¢asti ptidniho humusu. Zmény
v ligninu zahrnuji ztratu methoxylovych skupin (OCHj3), ktera je spojena s tvorbou ortho-
hydroxyfenoli a oxidaci alifatickych postranich ftetézcli, kterda vede k vytvofeni
karboxylovych skupin (COOH). Upraveny material je pfedméetem dalSich nezndmych premén,
které poskytuji prvni HK a poté FK. Tento zplsob je dolozen Waksmanovou ligninovou
teorii. Za predpokladu, ze HL pfedstavuji systém polymerd, vychozim produktem by byly
HK, dalsi oxidaci a fragmentaci by vznikly FK [4].

Pro podporu formace HK dle ligninové teorie podal Waksman nékolik nésledujicich
dukaz:

e lignin i HK jsou se zna¢nymi problémy rozkladany velkou vétSinou hub a bakterii,
e lignin i HK jsou ¢aste¢né rozpustné v alkoholu a pyridinu,

e lignin i HK jsou rozpustné v zésadach a srazeji se v ptitomnosti kyselin,

e lignin i HK obsahuji OCHj3 skupiny,

e lignin i HK maji kysely charakter,

e pokud se ligniny zahteji v alkalickém prostiedi, pfeméni se na HK obsahujici
OCHj3 skupiny,

e HK maji podobné vlastnosti jako oxidované ligniny.

Ackoli je lignin méné snadno rozlozitelny mikroorganismy neZ jiné rostlinné slozky,
existuji v ptirodé mechanismy pro jeho tiplny aerobni rozklad. Jinak by se nerozlozené zbytky
rostlin hromadily na pldnim povrchu a obsah organickych latek v padé by se postupné
zvySoval, dokud by se nevycerpal veskery CO; z atmosféry. V normalné aerobnich ptadach
muze byt lignin rozlozen na produkty o nizké molekulové hmotnosti pfed syntézou humusu.
Na druhou stranu houby, které rozkladaji lignin, se bézn€ nenachéazeji v nadmérné vlhkych
sedimentech. Proto ligninova teorie vzniku HL muze pfevladat pfi tvorbé humusu z raseliny,
jezernich sedimentu, $patné odvodnénych pid a mokrych sedimenti (baziny atd.) [5].
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Obr. 3 Ligninova teorie (Waksman 1932) [5]

3.3.1.2 Polyfenolova teorie

V tomto zplUsobu vzniku HL hraje lignin stale dilezitou roli v humusové syntéze. V tomto
piipad¢ fenolické aldehydy a kyseliny uvolnéné z ligninu pisobenim mikroorganismi projdou
enzymatickou pfeménou na chinony. Chinony jsou slouceniny, které maji poruseny
aromaticky kruh a vznikaji oxidaci fenolii. Polymerizuji v pfitomnosti aminosloucenin, ale
1 bez nich, za tvorby huminovych makromolekul.

Do polyfenolové teorie také patii zptisob vzniku HL, kdy jsou polyfenoly syntetizovany
mikroorganismy z neligninovych zdroju uhliku (napf. celulézy). Poté jsou polyfenoly
enzymaticky oxidovany na chinony a ty posléze pfreménény na HL. Podle soucasnych
konceptli jsou chinony syntetizované z ligninu a pomoci mikroorganismi povazovany
za zakladni stavebni kameny, ze kterych vznikaji HL [4].

Tvorba latek hnédé barvy reakcemi zahrnujicimi chinony je velice zndmym jevem, ktery se
uskuteciuje pii tvorbé melaninu, jako napf. v mechanicky poSkozené duzin€ zralého ovoce
a zeleniny a pfi tvorbé osemeni.

Mezi potencionalni zdroje fenolli pro syntézu humusu patfi lignin, mikroorganismy,

vvvvvv

zdroje.
Flaiglv koncept vzniku humusu je:

1) Lignin, uvolnény z celuldézy pii rozkladu rostlinnych zbytkd, je oxidacné Stépen za
vzniku primarnich strukturnich jednotek (derivaty fenylpropanu).

2) Vedlejsi fetézce stavebnich jednotek ligninu jsou oxidovany, dochazi k demethylaci
a vysledné polyfenoly jsou pfeménény na chinony pomoci enzymu polyfenoloxidazy.
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3) Chinony, vznikajici z ligninu (a jinych zdrojt), reaguji se slou¢eninami obsahujicimi
dusik a vytvareji tak tmaveé zabarvené polymery.

Uloha mikroorganismi jako zdroje polyfenolti byla uvedena Konovovou. Dosla k zavéru,
ze HL byly vytvoreny myxobakterii, ktera rozklada celulozu, pred rozkladem ligninu.

Etapy, které¢ vedou ke vzniku HL, jsou nasledujici:

1) Houby rozkladaji jednoduché sacharidy, ¢asti proteinu a celuldzy napi. v ke zbytka
rostlin.

2) Celuldza z xylému je rozkladana aerobnimi myxobakteriemi. Polyfenoly syntetizované
myxobakteriemi oxiduji na chinony pomoci enzyml polyfenoloxiddzy. Chinony
nasledné reaguji se slouceninami obsahujicimi dusik za vzniku hnédych HL.

3) Lignin je rozlozen. Fenoly uvolnéné pti rozkladu také slouzi jako vychozi material pro
syntézu humusu [5].

U polyfenolové teorie na rozdil od ligninové teorie vychozi materidl sestava
z nizkomolekularnich organickych sloucenin, znichz jsou velké molekuly tvofeny
kondenzaci a polymeraci. Tato teorie vzniku HL mtze ptevladat v nékterych lesnich pidach

[4]

Lignin Celuldza a dals
nelignitoveé latky
plhzobeni
mikroorganismil i

Fenoliclké aldehydy a Pusoheni

kyselmy tileroor ganistmil

\ 5 OIFFE - IF /

Dal#i wyuZiti
mikroorganismy i fencloxidazy
a oxidace na T

Chinony

Aminoslouteniny Aminosloufeniny
.
Huminowve kyseliny

Fulwinowe kyseliny

Obr. 4 Polyfenolova teorie (Stevenson 1982) [5]

3.3.1.3 Kondenzace sacharidii s aminy

Ptedstava, Ze humus je tvofen ze sacharidil se datuje zpatky do pocatkli chemie humusu. Dalsi
moznosti je tedy vznik HL kondenzaci aminosloucenin s redukujicimi sacharidy. Redukujici
sacharidy a aminy neenzymaticky polymerizuji a vysledkem jsou hnédé dusikaté polymery.
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Dulezitym je ptedpoklad vzniku HL ze zdrojt, které jako vedlejsi produkty mikrobidlniho
metabolismu vznikaji v pid¢ ve velmi hojném poctu [4].

Hlavnim argumentem proti této teorii je, Ze reakce probiha pomérné pomalu pii teplotach
za normdlnich pidnich podminek. Nicméné, drastické a casté zmény v ptdnim prostiedi
(mrznuti a tani, vlhko a sucho), spolecn¢ s misenim reaktanti s mineralnim materialem, ma
katalytické vlastnosti, které mohou usnadnit kondenzaci. Pozitivni strankou této teorie je, ze
reaktanty (sacharidy, aminokyseliny, atd.) jsou syntetizovany ve velkém mnozstvi
prostfednictvim mikroorganismd.

Prvni reakce kondenzace sacharidi s aminy zahrnuje adici aminu na aldehydickou skupinu
sacharidu za vzniku N-substituovaného glykosylaminu. Glykosylamin se nasledné rozklada za
tvorby N-substituované 1-aminodeoxy-2-ketosy. To je podminéno: fragmentaci a vzniku
3-uhlikového fetézce aldehydi a ketont, jako acetolu a diacetylu atd., dehydrataci a formaci
reduktonii a hydroxymethyl furfurali. VSechny tyto slouceniny jsou velmi reaktivni
a Vv pritomnosti aminoslouc¢enin snadno polymeruji za vzniku hnéd¢ zbarvenych produkti [5].

Sacharid + Amineosloutenina

|

M-substituowany
glycosylamin

l

Aminodeoxyketdza
|
v v

Eedulttony furfurali —|—,, Produkty stépeni

{acetol, diacetyl)

dehydratace fragmentace

Hnédé dusikaté polymery

¥
&

Aminosloudenina Aminosloutenina

Obr. 5 Kondenzace sacharidii s aminy (Stevenson 1982) [5]
3.3.2 Vlastnosti a struktura huminovych kyselin

HK nejsou chemickymi individui, ale smési latek s riznym slozenim a strukturou. Jsou to
amorfni latky, které se dale mohou délit na slozky liSici se velikosti ¢astic a elementarnim
slozenim. V etanolu jsou nerozpustné a zroztokl se srazeji kyselinami jako ¢ernohnédé
srazeniny. Jsou to slabé disociované vicesytné organické kyseliny, které maji hodnoty
disociagnich konstant fadové v rozmezi 102 az 10, a to diky pomérné silnému charakteru
karboxylovych skupin.
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HK mohu byt charakterizovany jako kyselé aromatické polymery obsahujici karboxylové,
fenolové a hydroxylové skupiny ve své struktufe. HK obsahuji vice vodiku, uhliku, dusiku
a siry nez FK. HK také maji vy$$i molekulové hmotnosti nez FK. HK se chovaji jako
micelarni koloidy. Koloidni ¢astice maji zaporny naboj a izoelektricky bod lezi v kyselé
oblasti. V siln¢ alkalickém prostfedi tvoii prevazné pravé roztoky. Ke koagulaci muze
dochézet jiz v ptirodnich vodach s velkou koncentraci vapniku a hoi¢iku. Proto byva v téchto
vodach koncentrace HL velmi nizka. K agregaci dochazi v kyselém prostiedi.

Ptitomnost HL ve vod¢ se projevuje jejim zbarvenim a piipadné i pachuti. HL zbarvuji
vodu Zluté az hnédé. Barevny odstin zavisi na koncentraci HL a na hodnoté pH vody. Cim
vys$$i je hodnota pH, tim je barva tmavs$i. Diky pfitomnosti vétSiho poctu karboxylovych
a fenolovych skupin ziskévaji HK schopnost tvofit komplexy, které jsou pti¢inou vétSich
koncentraci kovl v huminovych vodach. Kovy jsou pak sndze vyluhovatelné z pud
a sedimentt [1].

Charakteristickou vlastnosti HL je heterogennost, podminénd ptitomnosti slozek v rizném
stupni  humifikace humusotvorného materialu s nestejnym chemickym slozenim.
Heterogennost urcuje kolisani vlastnosti HL, a proto i moZznost jejich rozd¢€leni na vice slozek
a frakci, které sice maji shodnou stavbu, ale odliSuji se prvkovym slozenim, stupném
disperzity, rozpustnosti, pohyblivosti a funkci v padé [8].

Protoze obsahuji jak hydrofilni tak hydrofobni oblasti, mohou byt absorbovany na povrchu
mnoha ¢astic a ovliviiovat procesy jako jsou rozklad, koagulace a rust krystalti. Maji acido-
bazické vlastnosti v Siroké Skale hodnot pH. Jejich schopnost agregace, konforma¢nich zmén
a povrchové aktivni chovani jsou jejich charakteristické fyzikalni vlastnosti.

Jejich alkylaromatické utvary jsou spojeny pies kyslikové a dusikové skupiny s riznymi
alifatickymi, peptidickymi a lipidickymi fetézci a chemicky aktivnimi funkénimi skupinami.
FK jsou mén¢ polydisperzni a vice hydrofilni ve srovnani s HK [9].

Jak jiz bylo uvedeno, HK jsou slozeny pifevazné z uhliku a kysliku, tyto dva prvky maji
dominantni zastoupeni ve struktuie HK. Dale jsou V jejich strukturach obsazeny vodik, dusik,
sira a také nepatrné mnoZstvi fosforu.

Zakladni strukturni jednotkou HK a FK jsou z vétsi casti polycyklické aromatické
slouCeniny s bocnimi alifatickymi fetézci a hydrofilnimi skupinami, které jsou vazany jak na
jadru, tak 1 v postrannich fetézcich. Kromé aromatickych jader obsahuji téZ chinoidni
struktury. Chinoidni struktury spole¢né s hydroxyskupinami jsou pfi¢inou jejich oxidacné-
redukénich vlastnosti. Dale byly zjistény dusikaté heterocyklické slouceniny [1].

HK méni své slozeni v zavislosti na jejich piivodu, vyskytu a metod¢ extrakce. Zakladnimi
strukturnimi jednotkami HK jsou tedy aromatické cykly bifenolického nebo trifenolického
typu, na které se vazou skupiny: -COOH, —-O—, -NH—, —CH,—, =N—, —S— a obvykle obsahuji
dvé volné hydroxylové skupiny.

Charakteristickd je zejména karboxylova a hydroxylovd funkéni skupina, a to zejména
fenolova. Obvykle se udava, ze v molekule HK je 4 az 5 karboxylovych skupin a 3 az 4
fenolové skupiny. Tyto funkéni skupiny dominuji a jsou pficinou nejen polarniho charakteru
HK, ale i kyselosti, komplexac¢ni a sorpéni kapacity HK [10][11].
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K analyze funkénich skupin HK lze pouzit instrumentdlnich metod: infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci, nuklearni magnetické rezonance, elektronové
paramagnetické  rezonance, plynové  chromatografie, hmotnostni  spektrometrie
a potenciometrické titrace [12].

Ptredpokladand struktura HK obsahuje mnoho intramolekulédrnich a intermolekularnich
vazeb, které zpisobuji zvyseni jejich stability a umoziiuji tvorbu sekundarnich a terciarnich
struktur.

Nazory na strukturu HK se ubiraji dvéma zakladnimi sméry:

e Prvnim star$im nazorem je typ polymerni struktury, kterou bychom mohli popsat jako
strukturu izolovanych aromatickych jader, spojenych navzdjem alifatickymi fetézci
nebo strukturu polycyklickych aromatickych jader s bo¢nimi fenolickymi
a alifatickymi fetézci.

e Druhym novéjsim smérem je ptredpoklad supramolekularni struktury, jez je tvotena
relativné malymi molekulami vazanymi mezi sebou vodikovymi mustky. FK a HK
jsou pripisovany rizné hypotetické vzorce, protoze jde o smés mnoha latek, které se
jeste zcela nepovedlo identifikovat [13].

HC=0
COOH  COOH .
COOH (CH—OH)4 sacharid H.
HO l HC=0
R—CH H T g
—o —N 0 Q °
HO | \ CH CH, ‘
OH  OH 0 o@— COOH
= —0
0 I
OH
R—CH
C—O peptid
NH

Obr. 6 Model struktury huminové kyseliny [4]

Tyto vzorce se snazi vystihnout zejména postaveni karboxylovych a hydroxylovych skupin
v molekule, které¢ do znacné miry ovliviiuji chovani HK.

Jde o:
e aromatické monokarboxylové kyseliny,
e aromatické dikarboxylové kyseliny v poloze ortho nebo i meta,
e fenoly nebo difenoly v poloze ortho,
e aromatické hydroxykyseliny v poloze ortho (typ kyseliny salicylové),
e chinoidni struktury,

e alifatické a cyklické hydroxykyseliny a ketokyseliny [1].
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3.4 Metody pro studium konformace a molekuliarni organizace huminovych
kyselin

HL jsou pfirodni, organické slouceniny vSudypfitomné ve vodach, pidach a sedimentech.
Jsou vyznamné pro transport nepolarnich organickych sloucenin v ptirodé. Zakladem pro
pochopeni environmentdlniho vyznamu HL jsou jejich chemické interakce. HL maji
heterogenni a polydisperzni povahu, a proto neni jejich sekundarni struktura stale definovana,
tudiz ani jejich konformaéni uspofddani. Mnoho metod bylo pouzito pro studium zakladni
chemické struktury HL. Pro zkoumani konformace a molekularni organizace HK ve vodnych
roztocich neni dostacujici pouze jedna metoda. Ve vétSiné studii védci pouzili kombinace
nekolika technik. Mnoho védct se snazilo objasnit strukturu HL po mnoho desetileti. Bylo
navrzeno mnoho modeli HK, naptiklad Stevensonem (Obr. 6), Schultnem a Schnitzerem
(Obr. 7) a mnoha dal§imi.

OH

Obr. 7 Cast struktury HK podle Schultena a Schnitzera [14]

Byl ptedstaven koncept rigidnich globularnich ¢astic s ohledem na makromolekuldrni
strukturu HL, jako je napftiklad molekulova velikost, tvar, a hmotnost [15]. Také byla
pfisouzena huminovému materialu (HM) vice flexibilni povaha a elipsoidni tvar [16] stejné
jako nahodné stocena polymerni konformace [17] (Obr. 8). Pozd¢jsi experimenty vysvétlily
makromolekularni strukturu kolisajici mezi sféroidnim a vldknitym tvarem podle koncentrace,
pH a iontové sily rozpoustédla [18]. Soucasné se piedpokladalo, Ze HL nejsou jen samostatné
molekuly, ale asociace molekul odlisného pfirodniho pavodu [19]. Nova transmisni
elektronovd mikroskopie ukézala, Ze se vzristajicim pH nebo koncentraci HL pocatecni
jemné tkana sit prodlouzenych vldken splyva do struktury sklddaného listu, kterd je
perforovana dutinami rtiznych velikosti. Do téchto dutin mohou byt zachyceny organické
a anorganické slozky [20]. Alternativni popis makromolekularni struktury predpoklada, ze HL
Vv roztoku vytvareji smiSené agregaty nebo micely. Tyto agregaty jsou drzeny pohromadé
slabymi vazebnymi mechanismy, jako jsou vodikové vazby, m vazby a hydrofobni interakce
[21]. Barak a Chen (1992) potvrdili micelarni model, ve kterém jsou hydrofilni ionizované
skupiny lokalizovany na rozhrani HL s roztokem, zatimco hydrofobni ¢asti molekuly jsou
pravdépodobné uspotadany uvnitt makromolekuly [22].
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Obr. 8 Tradicni koncept HK jako ndhodné stoc¢enych makromolekul [23]
3.4.1 Gelova permeacni chromatografie

V gelové permeacéni chromatografii (Gel Permeation Chromatography — GPC) jsou molekuly
separovany podle své velikosti. Dochézi k rozd€lovani latek mezi pohyblivou ¢ast mobilni
faze, ktera se nachazi mezi jednotlivymi zrny gelu (volny objem kolony V), a nepohyblivou
cast mobilni faze (stacionarni faze), nachézejici se uvniti pora gelu (objem poru gelu V). Pti
prichodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany v dasledku svého pronikani (permeace) do
rozpoustédlem naplnénych port. Malé molekuly pronikaji hloubé&ji, a maji tudiz vyssi
hodnoty reten¢nich objemil neZ vétsi molekuly. Interakce molekul analytil se stacionarni fazi
nenastava. U GPC piedpokladame mechanismus separace nejenom podle molekulové
hmotnosti, ale uvazujeme i dalsi mechanismy, napiiklad délici a adsorp¢ni.

Gel se voli podle vlastnosti separovanych latek. Pro latky ve vodé€ rozpustné se pouzivaji
hydrofilni gely, napiiklad Sephadex (dextran zesitény epichlorhydrinem). Mobilni fazi je voda
s ptipadnym piidavkem organického rozpoustédla. Pro latky nerozpustné ve vodé¢ se pouZzivaji
hydrofobni gely. Patii mezi né kopolymery styrenu a divinylbenzenu (Styragel). Mobilnimi
fazemi mohou byt aromatické, chlorované a nékteré heterocyklické uhlovodiky. Univerzalni
gely na bazi silikagelu a poréznich skel jsou vhodné pro separaci hydrofobnich i hydrofilnich
latek.

Vyluéovaci chromatografie (Size Exclusion Chromatography — SEC) patii pod GPC.
Mechanismus separace probiha pouze na zakladé molekulové hmotnosti. Mlize probihat za
zvySeného (High Pressure Size Exclusion Chromatography — HPSEC) i snizeného (Low
Pressure Size Exclusion Chromatography — LPSEC) tlaku [24].

Studie Piccola a spol. (1996) fesi otdzku makromolekularniho chovani HL, které byly
upravovany jednoduchymi organickymi slouc¢eninami. Byla pozorovana zména v distribuci
velikosti molekul. U monokarboxylovych, dikarboxylovych a trikarboxylovych kyselin byl
zaznamenan posun v huminovych absorbancich od vysokomolekuldrnich
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k nizkomolekularnim frakcim. Mineralni kyseliny, fenoly a alkoholy nebyly schopny vykazat
stejny posun. Jejich celkova absorbance v objemu mobilni faze byla stejnd jako pro HL
samostatné. Vysledky této studie jsou dikazem micelarniho chovani HL v roztoku a jsou
dualezité z hlediska hydrofobnich vazeb, které drzi huminové molekuly pohromad¢. Organické
kyseliny jsou schopny proniknout dovnitf huminové micely a pozménit stereochemické
hydrofobni uspotadéani. V alkalickych podminkach vzniklé negativni naboje rozrusuji ziejmou
vysokomolekularni konfiguraci a rozptyluji HM do malych micel. Tato prace ma velky
vyznam pro pochopeni biologické aktivity a celkového environmentalniho chovani HL [25].

Piccolo a Conte (1999) se zabyvali studiem konformacnich zmén HK a FK, které m¢ély
odlisny chemicky ptivod. Nejprve byly HK a FK rozpustény vV mobilnich fazich, které se liSily
slozenim, ale mély stejnou iontovou silu. Zmensovani velikosti molekul bylo zaznamenano
zvySujicim se elunim objemem. Vysledky této studie ukazuji, ze se HL Vv roztocich chovaji
jako volné vadzané samovolné asociace relativné malych molekul a Ze intermolekularni
hydrofobni interakce jsou pifevladajicimi vazebnymi silami. Stabilita takovéto konformace
Vv roztoku je pfi¢itana tendenci vylouc¢it molekuly vody z huminovych sdruzeni, a tim sniZit
celkovou energii molekuly. Tento model rozpusténych HL, ktery je zalozeny na vratném
samovolném shluknuti malych molekul spiSe nez na ndhodném stoceni makromolekul,
reprezentuje nové porozumeéni, které by mélo pfispét k odhadnuti chovani kontaminantt
Vv asociaci s ptirodni organickou hmotou v Zivotnim prostiedi [26].

Rada védctl zastava nazor Piccola, ktery navrhl supramolekulari strukturu HK. Piccolo
(2002) ve své z dalsich studii zkoumal HK pomoci HPSEC a LPSEC. Ziskané vysledky
ukazaly, Ze vysokomolekularni frakce HK jsou jen zdanlivé zfejmé a mély by byt povaZovany
za samovolné supramolekularni asociace heterogennich molekul. Konformace HK v roztocich
jsou prevazné stabilizovany slabymi disperznimi silami, jako jsou van der Waalsovy, n-m,
CH-r interakce a vodikové vazby. Takovéto huminové asociace vykazuji jen nepatrné vysoky
molekulovy rozmér, ktery mize byt vratné rozruSen upravou huminovych roztokll pomoci
minerdlnich a monokarboxylovych kyselin o nizkych koncentracich nebo nepatrnou zménou
slozeni mobilni faze pti konstantni iontové sile [27].

Studie Nebbiosa a Piccola (2002) pojednava o konformacénich zménach HL, které byly
pozorovany se zvysujici se koncentraci huminového roztoku. Ve zfedénych huminovych
roztocich pievazuji hydrofobni interakce, které nasledné vedou ke zjevnému zvétSeni velikosti
molekul se zvysujici se koncentraci. Elektrostaticka repulze je dominantni u koncentrovanych
roztokt a velikost molekul se snizuje. Takovéto chovani je v souladu s modelem, ktery
popisuje HL jako supramolekularni asociace, jez vznikly samovolnym seskupenim malych
molekul, spiSe neZ s modelem popisujicim HL jako makromolekularni polymery nebo
pravidelné micely [28].

Nebbioso a Piccolo (2012) publikovali dalsi praci, ktera se zabyva izolaci a identifikaci
huminovych molekuldrnich komponent v oddélenych velikostnich frakcich pomoci HPSEC.
HK a jeji tfi velikostni frakce byly chemicky oddéleny, aby byly ziskany slouceniny
rozpustné v organickych rozpoustédlech s nekovalentnimi vazbami, slouceniny rozpustné
v organickych rozpoustédlech a rozpustné ve vodé se slabymi esterovymi vazbami,
sloucCeniny rozpustné v organickych rozpoustédlech se silnymi esterovymi vazbami,
a nakonec neoddélitelné zbytky. V souladu se supramolekularni strukturou HL objevili, ze
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hydrofobni slouceniny byly pfedevSim piitomny v nejvétsi velikostni frakei, zatimco
hydrofilni slozky byly vylouCeny v nejmensi velikostni frakci. Mimoto slouceniny
S linearnimi fetézci nebo aromatickymi kruhy asociovaly do pravidelnych struktur a byly
CastéjSi v nejvetsi velikostni frakei, zatimco slouceniny nepravidelného tvaru, které brani
spojovani do vétSich celkd, byly vétSinou nalezeny v nejmens$i velikostni frakeci. Proto
strukturni charakteristiky jednotlivych huminovych molekul urcuji jejich vzajemné asociace
vV huminovych suprastrukturach, stejné jako jejich konformacni pevnost a tvar. Jejich
vysledky ukazuji, ze HL jsou sloZeny z heterogennich molekul, které se ndhodné slucuji podle
velikosti, tvaru, chemické afinity a hydrofobicity. Strukturni charakterizace jednotlivych
molekul je omezena silnymi intermolekuldrnimi  interakcemi, které stabilizuji
supramolekularni asociace [29].

Maia a spol. (2008) zkoumali konformacéni zmény ve strukture HK extrahovanych
z kompostu s riznym stupném zralosti pomoci HPSEC. Distribuce velikosti molekul HK byla
porovnavana v roztocich obsahujicich sodné nebo amonné protiionty pti pH 7 a 4,5. Vysledky
ukazuji, ze velikost molekul humati nezavisi pouze na druhu protiiontti, ale také na jejich
koncentraci v roztoku. Pfi nizkych koncentracich humati produkuji sodné protiionty mensi
velikosti molekul, nez ty, které byly zjistény pro vice hydratované amonné protiionty.
Naopak, pii vysSich koncentracich humati kompaktngjsi konformace sodnych humati
produkuji vétsi velikosti molekul, nez ty u amonnych humatt, diky agregaci vice
hydrofobnich povrchi v sodnych humatech. Kompostovani vedlo k degradaci nestalych
mikrobidlnich komponent s akumulaci hydrofobnich slozek. To zplsobilo samovolné
sdruzeni hydrofobnich slouc¢enin do huminovych suprastruktur velkych molekul v prib&éhu
kompostovani. Pii nizkych hodnotach pH byly zmény v konformacni stabilité pfi ptidavku
kyseliny octové do humatovych roztokli vysvétleny supramolekularnim modelem
humifikovaného organického materialu [30].

Studie Puglisino a spol. (2010) pojednava o konformacnich zménach rozpusténych
organickych latek, které byly ziskany z kompostu opakovanou extrakci vodou. Tti komercni
komposty byly extrahovany ctyfikrat za sebou stejnym mnoZstvim vody a nasledné byly
kvantifikovany pomoci HPSEC. Celkovy obsah organického uhliku kazdého vzorku
S rozpuSténymi organickymi latkami byl analyzovéan pouZitim metody pro stanoveni chemické
spotfeby kysliku a konformacni velikostni distribuce byla stanovena pomoci HPSEC.
Vysledky ukézaly, Ze opakovanou extrakci pomoci vody kompost uvoliiuje znacnd mnozstvi
rozpusténych organickych latek. Disledkem dalsi extrakce rozpusSténych organickych latek je
vice hydrofobni organické latka se vzristajicimi molekularnimi rozméry. Tyto zavéry mohou
byt dalezité pro ptidni procesy a funkce, jako jsou dynamika organickych latek a transport
zneCist'ujicich latek [31].

Dalsi studie zabyvajici se HK extrahovanymi z kompostu, u které bylo opét vyuzito
HPSEC, byla publikovana Canellasem a spol. (2010). Cilem této studie bylo oddélit HM
riznych molekuldrnich rozméri a posoudit vztah mezi chemickymi vlastnostmi velikostnich
frakei a jejich pusobeni na rlst kofent rostlin. Molekularni rozméry slozek huminovych
velikostnich frakei byly zkoumany pomoci NMR zalozené na diftznich koeficientech
(DOSY-NMR) a distribuce uhliku pomoci BC NMR Vv pevném skupenstvi. Byly pouzity
sazenice dvou rostlin, které byly upravovany odliSnymi koncentracemi velikostnich frakei,
aby mohl byt posouzen rist kofent. Bylo ziskdno Sest riznych velikostnich frakei a jejich
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obsah sacharidi a délka alkylového fetézce klesala se zmenSujici se velikosti molekul.
Postupna redukce aromatického uhliku byla také pozorovana s klesajici velikosti molekul
separovanych frakci. NMR spektra ukazaly, ze velikostni frakce se skladaly z komplexnich
smési alifatickych, aromatickych a sacharidovych slozek, které mohou byt oddéleny na
zaklad¢ difuze. VSechny velikostni frakce podporovaly rast kofenti u obou rostlin, avSak
zalezelo na velikosti molekul a druhu rostliny. Bylo naznaceno, Ze fyziologicky vliv
separovanych velikostnich frakci na rust kofent a stavbu byl spise efektem jejich obsahu
specifickych bioaktivnich molekul nez jejich velikosti, coZ bylo pozorovdno sniZenim
huminové heterogenity jednotlivych frakci. Tyto molekuly mohou byt uvolnény
Z huminovych suprastruktur a mohou byt bioaktivni, pokud je mens$i stabilita huminové
konformace nez ta, ktera byla ziskana v separovanych velikostnich frakcich [32].

3.4.2 NMR spektrometrie

Princip nuklearni magnetické rezonance spociva v interakci elektromagnetického zareni
Vv oblasti kratkych radiovych vin s atomovymi jadry métené latky. Pti interakci absorbovana
energie zpusobuje pfechody nenulovych magnetickych momentii na vyssi energetické stavy.
Ve spektrech NMR se projevuji magnetické momenty jadernych spint. Jadra prvki a jejich
izotopll maji tzv. vnitini moment hybnosti, ozna¢ovany ¢astéji jako spin. U téch jader, ktera
maji nenulovy spin (130, 19F, 31P, 17O, 2H, 'H a dalsi) je vzbuzovano magnetické pole.
Z prvki, které se vyskytuji v organickych slougeninach, se nejéast&ji métH NMR spektra u *H,
BC a F. Ostatni b&zné se vyskytujici elementy (*?c, %0 a *s) jsou nemagnetické (maji
nulovy spin). Zakladem této metody je, Ze bézné pfitomné atomy uhliku (12C) neinterferuji
ve spektrech a tim je podstatné zjednodusuji [24].

Simpson a spol. (2002) vyuzili rozdilnych technik nuklearni magnetické resonance (NMR)
pro vyzkum struktury HL. HM jsou komplexni smé&si mnoha komponent, které se lisi
pomérem a strukturou ptivodu vzorku a jeho pfipravou. Agregaty jsou pravdépodobné drzeny
pohromadé komplexem kombinaci hydrofobnich interakci, interakci mezi naboji, vodikovymi
vazbami a kovovymi vazbami. Vysledky této prace poskytuji prvni pfimy dikaz o hlavnich
strukturnich komponentech, pomérnych velikostech a separaci HL. Tyto objevy potvrzuji
koncept molekularni agregace smési, ktery vysvétluje koloidni vlastnosti HL. Mechanismus
tohoto konceptu je zalozen na podnécovani procesu agregace kovovym Kkationtem. Vysledky
této studie jsou dilezité kvuli kovovym iontim, které jsou rozhodujici pro formaci agregata
a jejich stabilitu [23].
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Obr. 9 Novy koncept struktury HL, hlavni komponenty HL maji relativné malé molekulové
hmotnosti a agreguji v pritomnosti kovii (Cervené oblasti predstavuji kationty kovu, modré
polypeptidy, zelené alifatické retezce, cerné polysacharidy a hnédé jednotky aromatické ligninové
fragmenty) [23]

V dalsi publikaci Sutton a Sposito (2005) vyuzili NMR spektrometrie a dalSich metod, jako
napiiklad hmotnostni spektrometrie nebo rentgenové absorpéni spektrometrie, pro ziskani
nového pohledu na molekularni strukturu padnich HK. Podle jejich vyzkumu jsou HL smési
rozmanitych, relativné nizkomolekuldrnich slozek, které asociuji a jsou stabilizovany
hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi vazbami. Tyto shluky jsou schopné se sdruzovat do
micelarni struktury ve vhodném vodném prosttedi. Huminové slozky vykazuji kontrastni
pohybové chovani na molekularni irovni a mohou byt prostorové segregovany na stupnici
nanometrd. V ramci tohoto nového strukturalniho kontextu zahrnuji tyto komponenty vsechny
molekuly spojené s HL, takZe nemohou byt efektivné oddéleny chemickymi nebo fyzikalnimi
metodami [33].

3.4.3 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (Dynamic light scattering — DLS) je urcena ke stanoveni
velikosti ¢astic v suspenzi pomoci méfeni jejich difuzniho koeficientu, jehoz hodnota zavisi
na tfech veli¢inach, a to na teploté kapaliny, na jeji viskozité a na velikosti suspendovanych
castic. Pokud zname teplotu a viskozitu, miizeme tak zjistit velikost ¢astic [34].

Ve studii Pinheira a spol. (1996) se zabyvali stanovenim difizniho koeficientu pomoci
metody DLS pro dvé rizné HK. Vysledky méfeni ukazaly, ze HM v roztoku agreguje do
relativné velkych castic (>30 nm). Velké agregaty byly objeveny u obou vzorki HK
a jejich velikost zavisela na ptivodu anebo ptipravé vzorku stejné jako na experimentalnich
podminkach pH a iontové sily. Byl prozkouman vliv iontové sily na difizni koeficient. Pro
vys$§i iontové sily nez 0,1 M muze dojit k agregaci vedouci k narastu velikosti molekul. Vliv
pH na difizni koeficient ukézal jednu populaci tvofenou velkymi agregaty (185 nm primeér)
pii pH=5 bez ptidané soli. Pokud bylo pH sniZovéano pod 2,5, doslo ihned ke koagulaci, ktera
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nasledné vedla k vysrazeni HK. Nevratnd disagreagce (120 nm priimér) byla podpoiena
zvySenim pH az do hodnoty 10. Vzorky, které¢ byly nejprve nastaveny na pH 10 a poté
upraveny na pH mezi 3 az 5, mély jiné vlastnosti nez vzorky, které byly nastaveny pfimo na
pozadované pH, coz zduraznuje vliv metody piipravy na kone¢né vlastnosti vzorku [35].

Palmer a Wandruszka (2001) v této praci studovali zmény ve velikosti agregati vodnych
HM jako funkci vlastnosti roztokti pomoci DLS. HK a FK byly rozpustény na relativné nizké
koncentrace (15-30 mg-dm™) v roztocich s odli§nou teplotou, obsahem kationtu a etanolu,
a pH. Vysledky byly vysvétleny na zdklad¢ intramolekularni kontrakce a intermolekularni
agregace huminovych polymera. Intramolekuldrni kontrakce prevladala v pidnich HK, takze
mén¢ byla ve vodnych HK a FK. Zvysujici se teplota huminového roztoku vétsinou vedla ke
zvétSeni velikosti ¢astic, coz bylo pfipisovano efektu podobnému zakaleni tenzidu. Pridavek
kationti vedl bud’ ke kontrakci, nebo k expanzi, coz zaviselo na naboji a koncentraci iontu,
a na povaze HM. Snizovani pH zpocatku zpiisobilo kontrakci, kterd byla doprovazena riistem
a vysrazenim ve velmi kyselém prostiedi [36].

3.4.4 Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie

Podstata ultrazvukové spektrometrie je velmi blizka principu bézné znamych
spektrometrickych metod, jako jsou naptiklad nuklearni magneticka rezonanéni (NMR)
spektrometrie a UV-VIS spektrometrie. Tyto klasické metody jsou zalozeny na sledovani
interakce elektromagnetického zafeni se zkoumanym vzorkem. Ultrazvukova spektrometrie
vyuzivé jiny druh vinéni, a to ultrazvukové. Zvuk obecné je podélnym vInénim, Sificim se
lokalnim stla¢ovanim materialu. Ultrazvuk oznacuje zvukové vinéni o vysokych frekvencich
(nad 20 az 100 kHz). V ultrazvukové spektrometrii tedy sledujeme zmény charakteristik
ultrazvuku po jeho prichodu studovanym vzorkem [37].

Vysoce rozliSovaci ultrazvukové spektrometrie bylo vyuzito ve studii Kluc¢akové a spol.
(2011), kde se zabyvali konforma¢nimi zménami HK ve dvou riznych prostfedich (NaOH
a NaCl). Konformaéni zmény jsou zde stanoveny hustotou a elasticitou vzorku, které jsou
siln€¢ ovlivnény molekularnim uspfadanim. Minimum ultrazvukové rychlosti bylo pozorovano
pro koncentraci 1 g-dm™ pro lignitovou HK a 0,5 g-dm™ pro IHSS Leonardite standard.
Vypocitané hodnoty stladitelnosti byly prakticky konstantni aZ do obsahu huminu
odpovidajicimu minimu ultrazvukové rychlosti, a poté klesaly se zvySujici se koncentraci.
Ukézalo se, Ze organizace huminovych c¢astic ve zfedénych a koncentrovanych huminovych
solech je odliSna. Pokles stlacitelnosti ukazal na vznik vice rigidni struktury, kterd mulze
zpiisobit pokles huminovych vazebnych schopnosti. Bylo potvrzeno, Ze tato metoda je velice
citlivd a mize byt vyuzita jako indikdtor konformacnich zmén HK v roztocich o rtiznych
koncentracich [38].

3.4.5 Dal$i metody

Zara a spol. (2006) se zabyvali studii strukturalni konformace vodnych roztoki HK. Pomoci
UV-VIS spektrometrie zjistili, Ze makromolekula vodné HK muze byt klasifikovana jako
flexibilni polyelektrolyt. Strukturdlni konformace tohoto polyelektorlytu zéavisi na pH,
koncentraci vodné HK a koncentraci elektrolytu. Navic se ukazalo, ze del$i doba komplexace
podporuje kondenzacni konformaci makromolekuly. Tato konformace je zptisobena snizenim
nestalosti kovovych iontd, které jsou v komplexu s vodnymi roztoky HK [39].
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Dalsi technika, kterd byla vyuzita pro studium molekuldrni konformace rozpusténé
organické hmoty, byla fluorescen¢ni spektrometrie. Mei a spol. (2009) zkoumali dvé razné
HK. Studovali efekty iontové sily, pH a koncentrace rozpusténé organické hmoty. Vysledkem
jejich studie je, Ze intenzita fluorescence rostla a polarizace fluorescence klesala se zvySujici
se koncentraci, a ¢erveny posun se synchronné objevil v oblastech delSich vinovych délek.
Z4dné zasadni vlivy na iontovou silu nebyly pozorovany. Intenzita fluorescence rostla
a polarizace fluorescence klesala pro obé HK se snizujicim se pH, a modry posun se objevil
v oblasti kratSich vinovych délek pro $kalu hodnot pH v rozmezi 11 az 4. Podle pozorovani
bylo zjiSténo, ze se konformace téchto dvou HK stocila v kyselych podminkach diky
neutralizaci naboje a nasledujici agregaci [40].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Kyselina chlorovodikova (Normanal ®), Lach — Ner, s. r. 0.
Hydroxid sodny (Normex), Carlo Erba Reagents Group
Chlorid sodny, p. a., Lach — Ner, s. r. 0.
Huminové kyseliny
4.2 Pouzité pristroje
pH metr (Mettler Toledo)
konduktometr (Mettler Toledo)
UV-VIS spektrometr (Cary 50 Probe)
hustomér s oscilacni U-trubici (Anton Paar DMA 4500)

Zetasizer Nano Series (Malvern)

HR-US 102 spektrometr (Ultrasonic Scientific)

4.3 Priprava odmérnych roztoki a vzorki

4.3.1 Priprava huminovych Kkyselin

60 g lignitu bylo zalito 2 dm? extrakéniho roztoku (0,5 M NaOH +0,1 M NasP,05). Extrakce
probihala pfes noc za stalého protiepavani suspenze. Nasledujici den byl roztok zfiltrovan
pfes hustou tkaninu a tuhy zbytek po filtraci byl znovu extrahovan stejnym c¢inidlem, tentokrat
pouze 60 minut. Poté byla opét provedena filtrace. Oba filtraty byly spojeny a okyseleny
20% HCI do pH = 1. Roztok byl ponechan v lednici pfes noc. Druhého dne byla odsata
kapalina nad usazeninou, zbytek byl 10 minut odstfed’ovan v centrifuze pii 4000 otackach za
minutu a termostatu nastaveném na 10 °C. Usazenina byla tfikrat promyta kyselinou
chlorovodikovou o koncentraci 0,2 M (pH < 1) a jednou destilovanou vodou. Nakonec byly
ziskané HK vysuseny pii 50°C.

Vysusené HK byly dale precistény smési HCl a HF (10 cm?® konc. HCI+20 cm® konc. HF +
1970 cm?® H,0). Tento roztok byl ponechan 24 hodin tfepat a nasledné byl odstfedén. Po
dekantaci byla usazenina znovu zalita zfedénym roztokem HCI+HF a 24 hodin protifepavana.
Roztok byl znovu slit a usazenina promyvana vodou, dokud nebyla zkouska AgNO3 na CI~
negativni. Poté byly ziskané HK vysuSeny pii 50°C.

Pro vlastni méfeni byly HK pouzity ve formé tifi rlznych vodnych roztokd. Prvni
koncentracni fada byla pfipravena rozpusténim HK v NaOH. Piesn¢ navazené mnozstvi bylo
kvantitativné pirevedeno do kadinky s 0,1 M NaOH a michano pfes noc, poté byl tento roztok
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preveden do odmérné banky a doplnén po rysku NaOH. Navazka byla volena tak, aby mél
nejkoncentrovangjsi roztok 10 g-dm™. Naslednym fedénim z tohoto roztoku byla pfipravena
koncentraéni fada HK v NaOH o koncentracich 0,01-10 g-dm™. Druh4 koncentraéni fada byla
ptipravena neutralizaci pfipravenych roztoki HK v NaOH z prvni fady pomoci 0,1 M HCI
(1:1), kdy bylo pomoci pipety odebrano ptresné mnozstvi HK v NaOH a doplnéno stejnym
mnozstvim 0,1 M HCI (od vSech vzorkd z prvni koncentraéni fady). Tteti koncentra¢ni fada
byla pfipravena postupnym roziedénim roztoku HK v NaOH neutralizovaného HCI s nejvyssi
koncentraci (10 g-dm™) ze druhé fady pomoci 0,1 M roztoku NaCl. Vzorky pfipravené ve
druhé i tfeti fad¢ jsou tedy roztoky HK v 0,1 M NaCl ale s rozdilnym zpisobem piipravy.
Vsechny tii koncentra¢ni fady byly namichany tak, aby koncentrace HK byly ve v§ech stejné.

4.3.2 Piiprava odmérnych roztoki 0,1 M NaOH, 0,1 M HCl a 0,1 M NacCl

Odmeérné roztoky 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI byly pfipraveny z normanalti. Normanaly byly
kvantitativng prevedeny do odmérnych ban&k o objemech 1 dm® a doplnény milliQ vodou po
rysku. Odmérny roztok 0,1 M NaCl byl ptipraven piesné navazenym mnozstvim NaCl, které
bylo kvantitativng pfevedeno do odmé&mé baiiky o objemu 1 dm? a doplnéné milliQ vodou po
rysku.

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Charakterizace huminovych kyselin

Elementarni analyza byla provedena na Ustavu struktury a mechaniky hornin AVCR v Praze
(CHNSO mikroanalyzator Carlo Erba).

Celkova kyselost byla stanovena na zaklad¢ potenciometrické a konduktometrické titrace
suspenze HK ve vodé (20 g-dm's) odmérnym roztokem 1 M NaOH.

4.4.2 Priprava vzorki huminovych kyselin pro méieni

Pro jednotlivd méteni bylo potieba prefiltrovat roztoky HK (viz Obr. 10). Pro pfefiltrovani
byl pouzit filtr 5 mikron. Pro méfeni hustot a pro méfeni pomoci vysoce rozliSovaci
ultrazvukové spektrometrie bylo potfeba vzorky jesté odplynit. Pro odplynéni vzorkl byl
pouzit ultrazvukovy Cisti¢, kde byly vzorky ponechany 30 minut pied métenim.

Obr. 10 Agregaty HK v roztocich NaCl
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4.4.3 Meéreni pomoci pouzitych analytickych metod

Do kadinky o objemu 25 cm® bylo odpipetovano 10 cm® roztoku HK. Do roztoku byla
ponoiena elektroda a byla naméfena hodnota dané veli¢iny (pH nebo mérna vodivost), ktera
byla po ustidleni zaznamenana. Méfeni bylo opakovano tiikrat pro kazdy roztok. Pred
samotnym méfenim byla provadéna kalibrace pH metru pomoci kalibracnich roztoki
o presném pH.

U méfeni pomoci ultrafialové a viditelné spektrometrie byla nejprve provedena korekce na
baseline pomoci milliQ vody. Do kfemenné kyvety byl odlit 1 cm® vzorku. Kyveta byla
vlozena do pfistroje a bylo naméteno spektrum.

Hustota byla méfena pomoci hustoméru s oscila¢ni U-trubici. Méfici cela byla pomoci
injekeni stiikacky naplnéna odplynénou milliQ vodou a byla provedena kalibrace pfistroje.
Poté byl aplikovan roztok HK do méfici cely a byla zméfena hustota. Méteni bylo provadéno
celkem tfikrat.

Pomoci pftistroje Zetasires Nano Series byla métena velikost Castic a zeta potencial. Pro
meteni velikosti ¢astic byl odlit 1 cm?® vzorku HK do kfemenné kyvety. Po zméfeni velikosti
Castic byla do kyvety se vzorkem vloZena Dip cela pro stanoveni zeta potencialu.

Me¢éfeni pomoci vysoce rozliSovaci ultrazvukové spektrometrie bylo provedeno tak, ze obé
cely byly naplnény 1 cm® odplynéné milliQ vody. Poté byla jedna cela naplnéna roztokem
HK, v druh¢ byla ponechéana voda.

Me¢éteni byla provedena pro vSechny tii koncentracni fady HK ve vodnych roztocich, a to
v NaOH a NaCl (pfipraveny bud’ neutralizaci NaOH pomoci HCI, nebo pfimym fedénim
roztokem NaCl). U vSech méfeni byla zméfena také prostiedi, ve kterych byly HK
rozpustény.

45 Pouzita instrumentalni metodika

Potenciometrické stanoveni pH

Pfimé konduktometrie

Ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV-VIS spektrometrie)

Meéfieni hustoty

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLS)

Laserova Dopplerova velocimetrie (Laser Doppler velocimetry — LDV)

Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie (High resolution ultrasound spectrometry —
HRUS)

45.1 Potenciometrické stanoveni pH

V potenciometrii se méfi potenciadl vhodné indikacni elektrody v mémém clanku se
srovnavaci (referencni) elektrodou o konstantnim potencidlu, v zavislosti na aktivité
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solvatovanych protont, kovovych a nekovovych iontl, redukovadel, oxidovadel, anioni, aj.
Elektrody jsou nepolarizované a méfi se v bezproudovém stavu, respektive pii nepatrném
proudu, jehoz hodnota je velmi blizkéd nula. Potencial mérné elektrody zavisi na koncentraci
sledované latky, zatimco potencial srovnavaci elektrody je konstantni. Rovnovazné napéti,
které je rozdilem téchto dvou potenciali, je mirou koncentrace sledované latky. Pii
potenciometrickém zptisobu méteni pH se nejvice vyuziva sklenéna elektroda, ktera patii do
souboru elektrod iontové-selektivnich. Sklenéna elektroda je konstruovana jako samostatna
nebo kombinovand, kdy v jednom téle je zabudovdna mérnd i vnéjsi referencni elektroda

[24][41].
45.2 Prima konduktometrie

Konduktometrie patfi mezi elektroanalytické metody zaloZzené na pohyblivosti iontd.
Elektricka vodivost pochdzi z migrace iontd k opa¢n¢€ nabitym inertnim elektrodam a je
urCovana aktivitami (koncentracemi) vSech iontl v roztoku a velikosti naboje, ktery nesou.
Elektrickd vodivost souvisi siontovou pohyblivosti U, U, V prostoru mezi elektrodami
Vv elektrickém poli jednotkové intenzity. Migrace iontl je brzdéna odporem okolni kapaliny
a jeji viskozitou. Pfima konduktometrie je neselektivni, pouZzitelna pouze pii stanoveni
koncentrace jednoslozkovych roztokl (detekce necistot v destilované vodé, rozpusténych soli
V neutralnich roztocich). Vodivost roztoku roste s teplotou, méni se s Vviskozitou
a permitivitou rozpoustédla [24][41].

45.3 Ultrafialova a viditelna spektrometrie

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorbance ultrafialového a viditelného
zéteni, tedy oblasti 200 az 800 nm, zfedénymi roztoky. Absorpce ultrafialového a viditelného
zafeni souvisi s piechodem elektronu mezi dvéma i vice energetickymi hladinami v molekule.
Excitovand molekula pfechéazi zpét do zakladniho stavu bez radiace, zatfiva energie se méni
Vv tepelnou energii, zvySuje se kineticka energie molekul. Jen v n€kterych piipadech miize byt
molekulou emitovdno nové zafeni, zpravidla o niz8i energii (fluorescence, fosforescence
podle piechodu elektronu ze singletové nebo tripletové vzbuzené hladiny). Absorbované
zatfeni v UV-VIS muze byt také doprovazeno rozptylem zafeni na koloidnich micelach,
casteckach nebo makromolekulach. Pro spolehlivé spektrometrické meéteni a vyhodnoceni je
zadouci, aby difuzni rozptyl, reflexe a vznik luminiscence byly zanedbatelné [24].

4.5.4 Méreni hustoty

Me¢fteni hustoty pomoci oscilacni U-trubice se pouZziva pro stanoveni hustoty kapalin a plynt.
Metoda je zaloZena na elektronickém méfeni frekvence oscilace, ze které je poc€itana hodnota
hustoty. Méfici cela s kapacitou oscilace je naplnéna vzorkem. Vlastni frekvence méfici cely
je ovlivnéna hmotnosti vzorku. Tato méfici cela s kapacitou oscilace je duta, sklenéné trubice
ve tvaru U (oscilacni U-trubice), kterd je elektronicky vybuzena netlumenou oscilaci
(pt1 nejniz§i mozné amplitud€). Smér oscilace je normalni na urovni dvou vétvi. Vlastni
frekvence oscilatoru je ovlivnéna pouze ¢asti vzorku, kterd se skutecné podili na oscilaci.
Objem vyzadovany pro oscilaci je omezen staciondrnimi uzly oscilace na nosnych bodech
oscilatoru. Pokud je oscilator naplnén alespon po nosné body, stejny presn¢ definovany objem
se vzdy podili na oscilaci, proto mize byt naméfend hodnota hmotnosti vzorku pouzita pro
vypocet jeho hustoty [42].
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455 Dynamicky rozptyl svétla

Principem metody dynamického rozptylu svétla (DLS) je meéfeni svétla rozptyleného
molekulami ve vzorku v prubéhu ¢asu. Pii rozptylu svétla molekulou se rozptyli cast
dopadajiciho svétla. Kdyby byla molekula staciondrni, mnozstvi rozptyleného svétla by bylo
konstantni, ale jelikoz vSechny molekuly v roztoku difunduji Brownovym pohybem vzhledem
k detektoru, existuji interference (pozitivni nebo negativni), které zptisobuji zménu intenzity.
Browniv pohyb je ndhodny pohyb castic, jeZ je zpusobeny bombardovanim molekulami
rozpoustédla, které je obklopuji. DLS méfi Browniv pohyb, ktery souvisi s velikosti ¢astic.
Normalné se DLS zabyva méfenim ¢astic suspendovanych v kapaliné [43].

Cim je &astice vétsi, tim je Browniiv pohyb pomalejsi. Mensi &astice jsou odraZzeny
molekulami rozpoustédla dale a pohybuji se rychleji. Pro DLS je nezbytna piesna teplota,
nebot’ je pozadovéana znalost viskozity (viskozita kapaliny souvisi s teplotou). Teplota musi
byt stala, jinak by konvekéni proudy ve vzorku zptisobily nendhodvné pohyby, které ovlivni
urceni velikosti ¢astic.

Rychlost Brownova pohybu je definovana veli¢inou znamou jako difuzni koeficient (D).
Velikost ¢astic je pocitana z tohoto koeficientu pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice:

_ kgT
- 3nnD ! (1)

kde d je hydrodynamicky pramér, D je diftzni koeficient, kg je Boltzmannova konstanta, T je
absolutni teplota a 7 je viskozita.

Pramér, ktery je méfen v DLS, je hodnota, ktera udava, jak castice difunduje v kapaling,
proto je pojmenovan jako hydrodynamicky primér. Pramér, ktery je pomoci této metody
ziskén, je prumér koule, ktera ma stejny difuzni koeficient jako castice. Difuzni koeficient
zavisi nejen na velikosti jadra Castice, ale také na jakékoli struktufe povrchu, stejné jako na
koncentraci a druhu iontd v prostiedi [44].

45.6 Laserova Dopplerova velocimetrie

Metodou LDV, ktera se také jinak oznaCuje jako laserova Dopplerova anemometrie,
stanovujeme zeta potencial. Méfeni zeta potencialu je pouzivano ke stanoveni stability naboje
disperzniho systému a k formulaci stability produkti. VétSina Castic rozptylenych ve vodnych
systémech ziska povrchovy naboj, hlavné bud’ ionizaci povrchovych skupin, nebo adsorpci
nabitych ¢astic. Tyto povrchové naboje upravuji rozloZeni okolnich iontl, coz vede
k vytvoteni vrstvy kolem castice, ktera se 1isi od ,,stfedu” roztoku (Cast roztoku, ktera je
uprostied, Castice se ovliviiuji pouze samy navzajem). Pokud se Castice pohybuje, napiiklad
Brownovym pohybem, tato vrstva se pohybuje jako soucast Castice. Zeta potencidl je
potencial v bodé€ této vrstvy, ktera se nazyva plocha skluzu. Naboj v této plose je velmi citlivy
na koncentraci a druh iontt v roztoku.

Zeta potencidl je jednou z hlavnich sil, ktera zprostiedkovava interakce mezi Casticemi.
Castice s vysokym zeta potencidlem a stejnym znaménkem néboje, at’ uz kladnym nebo
zédpornym, se navzajem odpuzuji. Obvykle vysoka hodnota zeta potencialu mtize byt vysoka
Vv kladném i zaporném slova smyslu, naptiklad -30 mV i +30 mV muize byt povazovano za
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vysokou hodnotu zeta potencidlu. Pro ¢astice a molekuly, které jsou dostatecné malé a maji
nizké hustoty, aby zlstaly v suspenzi, bude vysoky zeta potencial udélovat stabilitu. To
znamena, ze bude branit roztoku nebo disperzi v agregaci.

i Elektrickd dvojvrstva

*

Plocha slduzu

Céstice s negativnim
povrchovym nabojem

03

Sternova vrstva

-100 :'

Difiizni vistva

Povrchowvy potencial

) Sterntw potencial
mV
Zeta potencidl

Vzdalenost od povrchu castice

Obr. 11 Schematické zndzornéni zeta potencidlu [44]

Zeta potencial je méfen aplikaci elektrického pole pies disperzi. Castice v disperzi se zeta
potencidlem piejdou k elektrodé s opaénym nébojem rychlosti Umérnou velikosti zeta
potencialu. Tato rychlost je méfena pomoci laserové Dopplerovy anemometrie. Posun
frekvence nebo fazovy posun dopadajiciho laserového paprsku zplsobeného témito
pohybujicimi se Casticemi se méfi jako mobilita ¢astic. Mobilita je pfevedena na zeta
potencidl zadanim viskozity disperzniho prosttedi a pouZitim Smoluchowskiho nebo
Hiickelovy teorie [44].

4.5.7 Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie

Ultrazvukova spektrometrie pracuje se dv€ma charakteristikami, a to rychlosti ultrazvuku
a jeho amplitudou. Rychlost Sifeni ultrazvuku je urena dvéma vlastnostmi prostiedi, jimiz
se §ifi. Tyto vlastnosti jsou hustota a elasticita, kde elasticita obvykle dominuje. Rychlost
Sifeni ultrazvuku klesd v potfadi tuhé latky > kapaliny > plyny. Stru¢né feceno, tuz$im
prostiedim se toto vinéni §ifi rychleji. Elasticita je extrémné citliva na lokalni uspofadani
molekul a intermolekuldrni interakce. Méfeni rychlosti proto zprostfedkovava informace
o téchto vlastnostech vzorku.

Amplituda ultrazvuku byva po prichodu néjakym vzorkem zmensena, proto se bézné mluvi
o meéieni zeslabeni. Zeslabeni je disledkem ztraty energie ultrazvuku v prostiedi.
V heterogennich prostfedich je hlavni pficinou rozptyl vinéni na ¢asticich (heterogenitach).
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Me¢teni zeslabeni je proto zdkladem pro stanoveni velikosti koloidnich ¢éstic a jeji distribuce.
V homogennich prostiedich si lze pfiCinu zeslabeni znazornit jako oscilacni narusovani
rovnovahy chemické reakce A + B <> AB. V kompresni fazi priichodu vinéni jsou reaktanty
jako by stlateny ve sméru vzniku produkti, v dekompresni fazi dochazi k relaxaci
do rovnovéhy, pii které dochazi k absorpci energie vinéni. V téchto pfipadech tak méfeni
zeslabeni umoziuje sledovat kinetiku rychlych chemickych procesu [37].

Vysoce rozliSovaci ultrazvukovy spektrometr umoziiuje méfeni ultrazvukové rychlosti
a ultrazvukového zeslabeni v analyzovaném vzorku, popisujici Sifeni ultrazvukové viny.
Ultrazvukova vlna je vlna podélnych deformaci, kde se komprese a dekomprese vyskytuji
ve sméru §ifeni viny.

Sifeni viny /-_-.

vibrace

Obr. 12 Ultrazvukova vina [45]

Ultrazvukova rychlost (u) je rychlost této viny a je spojena s vilnovou délkou (1),
a frekvenci oscilace deformace (f):

Ultrazvukové zeslabeni (&) popisuje rozklad amplitudy ultrazvukové viny prochazejici pies
vzdalenost X:

A=A, e~ 3)

kde Ao je amplituda ultrazvukové viny vstupujici do vzorku a A je amplituda viny
prochazejici vzorkem pies vzdalenost X.

Ultrazvukova rychlost a zeslabeni v kapalinach

V kapalinach je ultrazvukova rychlost (U) popsana hlavné stlacitelnosti:

1

U= 4)
po= - 1(2), 0

kde p je hustota kapaliny a fs je adiabaticka stlacitelnost, ktera predstavuje relativni zménu
objemu V za jednotku aplikovaného tlaku P pfi konstantni entropii S.
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Obr. 13 Priichod ultrazvukové viny riiznymi skupenstvimi [45]

Pti vysoké ultrazvukové rychlosti je mala stlacitelnost, coZ znamena, Ze v materialu pisobi
rigidni, silné intermolekularni sily. Zatimco pii nizké rychlosti je stlacitelnost vysoka, a proto
jsou intermolekularni sily slabé.

V kapalinach je ultrazvukové zeslabeni (a) predevS§im ureno rozptylovymi efekty
a rychlou chemickou relaxaci [45].

castice

Obr. 14 Chemicka relaxace castice v kapaliné [45]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace huminovych kyselin

HK pouzité v ramci této diplomové prace byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy
(viz Tab. 2). Obsah popela byl 1,98 % hm.

Tab. 2 Elementarni slozeni HK (atomovad % jsou vztazena na vzorek bez vihkosti a popela)

atomova %
C H 0] N S
43,9 40,2 15,0 0,7 0,2

Celkova kyselost, vyjadfend jako celkové latkové mnozstvi H' iontl v kyselych funkénich
skupinach jednoho gramu vzorku, byla stanovena pomoci konduktometrické titrace suspenze
HK (1g:50 dm® 1 M roztokem NaOH z priseciku dvou linearnich vétvi zavislosti mémé
vodivosti na pfidavku NaOH (viz Obr. 15). Obsah kyselych funkénich skupin vzorku HK
&inil 4,94 mmol-g™*. HK izolované z lignitu v&etn& jejich agrega¢niho chovani a rozpustnosti
ve vode byly dale podrobné charakterizovany v nékolika pracich [46] [47].
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Obr. 15 Zavislost mérné vodivosti a pH na pridavku NaOH pri titraci vodné suspenze HK

V rozmezi vinoétd 3600 az 3000 cm™ se nachazi §iroky pas, ktery je charakteristicky pro
valen¢ni vibrace —OH skupin spojenych vodikovymi miistky, oblast pastt 3000 az 2800 cm™
nalezi symetrickym a antisymetrickym valen¢nim vibracim skupin —CH,— a —CHjs. Intenzita
téchto pasu je ale nizka, protoze jsou Castecné piekryty pasem —OH vibraci. Absorpéni pasy
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v oblasti 1800 az 1600 cm™ piislusi valenénim vibracim karbonylové skupiny karboxyli
a estertl a deforma¢nim vibracim —NH; skupin ve struktufe aminokyselin. Valen¢ni vibrace
~NH, skupin voblasti 3250 a7 3450 cm™ jsou prekryty Sirokym péasem skupin
hydroxylovych. V oblasti pasa 1500 az 1350 em™ se projevuji deformacni vibrace —CH,
skupin, destnikova vibrace koncovych —CHj; skupin, také kruhové a polokruhové mody
aromatickych struktur. Objevuji se zde i spfazené valenéni vibrace C-O vazeb
s deformaénimi vibracemi O—H vazeb, které ndlezi karboxylim. Absorpce v rozmezi vinoctu
350 az 1200 cm™ vykazuje prfitomnost ketonickych a esterovych struktur, jednd se
o deformaéni vibrace C—CO—C a valenéni vibrace COC vazeb. V oblasti 1260 cm™ se nachézi
také pas odpovidajici vibracim fenolovych skupin. Pas vyskytujici se kolem 1050 em™ je
charakteristicky pro C—O-C vazby v anhydridech a esterech. Ziskané spektrum odpovida
vzorkiim HK izolovanym z podobnych zdroju [4].
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Obr. 16 FT-IR spektrum vzorku HK

5.2 Potenciometrické stanoveni pH

U prvni koncentra¢ni fady (HK v NaOH) bylo pH pomérné konstantni u zfedénych roztok,
se zvysujici se koncentraci (od 6 g-dm™®) byl zaznamenan pokles. To je ziejmé dasledek toho,
ze silné alkalické prostiedi podporuje disociaci HK, takZe pfi vysSich koncentracich produkce
H* ionti jiz dokaze ovlivnit celkové pH roztoku. U koncentraénich fad HK v prostfedi NaCl
byla pozorovana tendence pH pfiblizn€ exponencidlné¢ klesat. Hodnoty pH u vzorkl
piipravenych neutralizaci HK v NaOH pomoci HCI jsou nepatrné vyssi nez u fady piipravené
pfimym fedénim NaCl. Tento trend plati pouze pro nizké koncentrace, od urcité koncentrace
(1,5 g-dm™) jsou hodnoty pH viceméné stejné pro obé fady pii dané koncentraci. Rozdily jsou
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zpusobeny odliSnou pfipravou obou koncentrac¢nich tad. NejvySe koncentrovany roztok
(10 g-dm™) je spoleény pro ob& fady. Ve druhé fadé byl kazdy zroztokd o riznych
koncentracich pfipraven zvlast neutralizaci, pied niz byly HK vzdy v prostiedi NaOH, coz
ovlivnilo jejich disociaci a strukturni uspotadani. U tieti fady ale byl vysledny neutralni
roztok jen déle fedén 0,1 M NaCl.

14
B HK v NaOH
B HK v NaOH a HCI
pEuEESm LI B HK v NaCl
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Obr. 17 Zavislost pH na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.3 Prima konduktometrie

Nejvyssi hodnoty mérné vodivosti byly zaznamenany pro HK v NaOH. U této koncentra¢ni
fady vodivost klesala se zvySujici se koncentraci. U obou koncentracnich fad HK v prostiedi
mérné vodivosti byly zaznamendny u fady pfipravené neutralizaci HK v NaOH pomoci HCI.
Na rozdil od méfeni pH, které ndm dava informace pouze o obsahu H* (OH") iontl v roztoku,
vysledky méfeni vodivosti v sobé zahrnuji vliv vSech pfitomnych iontd. Zalezi pak na
pohyblivosti jednotlivych typa iontl a jejich koncentra¢nich pomérech. V siln¢ zasaditych
prostiedich, jako je napf. 0,1 M NaOH, pievazuje vliv OH ionti. Jejich pohyblivost je
v porovnani Na® a CI niz§i, coZ se projevilo pravé vyssi konduktivitou roztoki této fady.
Postupnym zvySovanim koncentrace HK dochdzi k jejich castecné neutralizaci a vliv
ostatnich ionti se tim zvySuje. Rozdil mezi vodivostmi roztokl druh¢ a tfeti fady je zpisoben
podobné¢ jako u vysledkd méefeni pH odliSnou piipravou, pouze se zde projevil vliv 1 ostatnich
pfitomnych iontd, jak je uvedeno vyse.
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Obr. 18 Zavislost mérné vodivosti na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.4 Meéreni hustoty

U koncentra¢ni fady HK v NaOH hustoty stoupaly se zvySujici se koncentraci. Stejné¢ tomu
bylo u koncentra¢ni fady HK v NaCl pfipraveni z NaOH neutralizaci pomoci HCI. Odlisna
zavislost byla pozorovana u HK v NaCl, kdy hustota zpoc¢atku rostla az do urcité koncentrace
(0,5 g-dm™) a poté byl zaznamenan pozvolny pokles. Jak jiz bylo zjisténo [38][48][49],
molekularni organizace roztoki HK se prudce méni kolem 0,5-1 g-dm™, coz miize byt divod
tohoto zjist€ného lokalniho maxima. Opét se zde potvrdil silny vliv pH prostfedi a zptisobu
ptipravy roztokd. V silné alkalickém prosttedi jsou fetézce HK vice rozvinuty, coz
v kombinaci s vy$sim obsahem negativné nabitych huminovych ¢astic rezultovalo v nejvyssi
hodnoty hustot. U druhé koncentracni fady bylo uspotfddani HK v roztoku vzdy obdobné
stejné koncentraci v prvni fadé, nebot’ §lo o roztoky v NaOH. Teprve neutralizaci pomoci HCI
doslo k prudké zméné pH a tim 1 afinity huminovych ¢astic k okolnimu prostiedi. Rostouci
trend hustoty s koncentraci zde zustal tedy zachovan. Pti fedéni pomoci NaCl byl zpisob
pfipravy jiny a ke zménadm pH dochdzelo pouze v souvislosti se zménou koncentrace HK.
Zmény hustoty jsou tedy mnohem mensi v porovnani s ostatnimi dvéma fadami a odlisné
piiprava se navic projevila jiZ zminénym lokalnim maximem.
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Obr. 19 Zavislost hustoty na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.5 Ultrafialova a viditelna spektrometrie

Z grafit UV-VIS spekter vyplyva, ze se zvysujici se koncentraci HK se jednotliva spektra
posouvaji k vy$§im absorbancim, a to u vSech prostiedi. U koncentra¢ni fady HK v NaCl pro
koncentrace 0,2 a 1,5 g-dm byl pozorovan vznik nového pasu ve spektrech (viz Obr. 23), coz
je zapotiebi dale prozkoumat.

Absorpéni pomér Azgo/Ases je pomér absorbanci vzorku pii 280 a 465 nm. Udava pomér
mezi ligninovymi strukturami odolnymi vi¢i humifikaci a mnoZstvim ,,mladych®“ HK
(v prvnim stupni humifikace). Pomér Ages/Asss (0znacovan jako E4/Eg) je nejcastéji pouzivan
jako tzv. humifika¢ni index. Obvykle je pro HK mensi nez 5,0 a snizuje se s rostouci
molekulovou hmotnosti a stupném disperzity. Nizky pomér mize znamenat relativné vysoky
podil aromatickych Castic a naopak vysoky pomér ukazuje na nizky obsah aromatickych
Castic a relativné vétsi obsah alifatickych struktur. HM s nejvyssim koeficientem Es/Eg ma
nejnizs$i odolnost, vice humifikované a vice kondenzované (aromatické) substance jsou tedy
star§iho ptivodu [50].

Tab. 3 Absorpcni poméry pro koncentrace 0,1-0,2 g-dm™ pro vSechna prostiedi

HK v NaOH HK v NaOH a HCI HK v NaCl
0,1-0.2 g-dm™ 0,1-02 g-dm™ 0,1-0.2 g-dm™
A280/A465 A465/A665 A280/A465 A465/A665 A280/A465 A465/A665
5,06 6,87 5,06 6,87 5,24 344
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Obr. 20 UV-VIS spektra HK v NaOH pro vybrané koncentrace
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Obr. 21 UV-VIS spektra HK v NaOH a HCI pro vybrané koncentrace
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Obr. 22 UV-VIS spektra HK v NaCl pro vybrané koncentrace
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Obr. 23 Maxima v UV-VIS spektrech HK v NaCl pro koncentrace 0,2 g-dm™> a 1,5 g-dm™



5.6 Dynamicky rozptyl svétla

Na Obr. 24-26 jsou uvedeny ptiklady zavislosti intenzity rozptyleného svétla Casticemi
jednotlivych velikosti. Jako ptiklady byly vybrany z kazdé fady koncentrace ménici se o jeden
fad. Z uvedenych piikladi vyplyva, Ze v roztocich se vzdy vyskytuji dvé hlavni frakce
velikosti Castic a jejich zastoupeni se méni s jejich koncentraci. V namétenych zavislostech
dochazi k posunu maxim i zjiSténé intenzité. U vSech koncentracnich fad jsou nejvice
zastoupeny cCastice o pruméru men$im nez 2000 nm (frakce 1). Vyskyt vétSich cEastic
s primérem o velikosti 4000-6000 nm (frakce 2) byl mnohem mensi a u nékterych
koncentraci tyto Castice nebyly vibec zaznamenany, napf. vyssi koncentrace HK v NaCl
u tfeti koncentracni fady (viz téz Tab. 4). Pii piipravé roztoki neutralizaci HK v NaOH
2000 nm spojeny s narGstem intenzity. Zastoupeni ¢astic vétSich rozmérti (5560 nm) v tomto
pripad¢ zistalo prakticky stejné jako u o tad vyssi koncentrace.
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Obr. 24 Zavislost intenzity rozptyleného svétla Casticemi jednotlivych velikosti pro vybrané
koncentrace HK v NaOH
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Obr. 25 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro vybrané
koncentrace HK v NaOH a HCI
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Obr. 26 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro vybrané
koncentrace HK v NaCl



Grafické zavislosti intenzity rozptyleného svétla ¢asticemi jednotlivych velikosti pro HK
o stejné koncentraci v riznych prostfedich ukazuji, Ze se vzristajici koncentraci se zuzuje
a posouva pas K niz§im velikostem ¢astic pro HK v NaCl piipraveném neutralizaci NaOH
pomoci HCI (Obr. 27-29). Soucasné bylo zjisténo, Ze u koncentrace HK 0,02 g-dm™ ve tieti
fad¢ (NaCl piipraveny ptimym fedénim) prudce stouplo zastoupeni malych ¢astic (~300 nm)
a velké Castice prakticky vymizely.

20
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0 2000 4000 6000 8000 10000
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Obr. 27 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0 ¢=0,01 g-dm™ v riznych prostredich
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Obr. 28 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0 ¢=0,02 g-dm™ v riznych prostiedich
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Obr. 29 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0 ¢=0,1 g-dm™ v riznych prostiedich



Tab. 4 Nameérena maxima velikosti astic frakce 2 pro vsechna prostredi

HK v NaOH HK v NaOH a HCI HK v NaCl
C(zdm®) dy(m)  1(%) dy(m) 1 (%) d,(m) 1 (%)
0,01 5560 13 5560 2,6 5560 34
0,02 5560 2,8 5560 2,7 - -
0,1 5560 2,6 5560 23 5560 25
0,2 5560 2 5560 1,6 5560 1,6
05 5560 1,7 5560 11 5560 0,1
1 5560 17 5560 04 5560 0,1
15 5560 0,2 5560 0,4 - -
2 5560 0,9 5560 0,3 5560 0,3
4 4801 0,2 4801 2,7 - -
5 5560 55 5560 0,1 5560 0,2
6 5560 0,8 5560 04 - -
10 5560 0,6 5560 0,6 5560 0,1

Dalsi zvySovani koncentrace vedlo k postupnému snizovani obsahu velkych castic az na
minimum (viz Obr. 30). Pro prostiedi NaCl pfipraveného neutralizaci NaOH pomoci HCI
bylo dosazeno vysokého podilu velkych &astic u koncentrace 4 g-dm™ (Obr. 31) stejné jako
pro prostiedi NaOH u koncentrace 5 g-dm™ (Obr. 32).
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Obr. 30 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0c=15 g-dm?

47



15
—  4g-dm®HK v NaOH
—— 4 g-dm®HK v NaOH a HCI

10 —— 4 g-dm®HK v NaCl

I (%)

10000

10000

0 2000 4000 6000 8000
d (nm)
Obr. 31 Zavislost intenzity rozptyleného svétla Cdsticemi jednotlivych velikosti pro HK
0 c=4g-dm>
15
—  5g-dm®HK v NaOH
—  5g-dm®HK v NaOH aHCI
10 - —  5g-dm®HK v NaCl
&
5 -
O T L T 45| T
0 2000 4000 6000 8000
d(nm)

Obr. 32 Zavislost intenzity rozptyleného svétla Cdasticemi jednotlivych velikosti pro HK
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Polohy prvniho maxima (frakce 1 s mensim primérem castic) a intenzity rozptyleného
svétla Casticemi jednotlivych velikosti jsou pro vSechny roztoky uvedeny v nasledujicich
sloupcovych grafech (Obr. 33 a Obr. 34).
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Obr. 33 Zavislost priiméru cdstic na koncentraci HK pro vsechna prostiedi
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Obr. 34 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi na koncentraci HK pro vSechna prostredi
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5.7 Laserova Dopplerova velocimetrie

Zeta potencial se zvySujici koncentraci se neméni u HK v prostiedi NaOH. Hodnoty zeta
potencialu nebylo mozné naméfit pro koncentrace 4 g-dm'3 az 10 g-dm'g, nebot’ barva roztoki
byla tmava natolik, Ze je nebylo mozné prosvitit laserem. Koncentra¢ni fada HK v NaCl
piipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI ma minimum p#i koncentraci HK mezi 1 g-dm‘3
a 2g-dm?. U koncentraéni fady HK v NaCl pfipraveném piimym fedénim NaCl byl
zaznamenan prudky pokles zeta potencialu pro koncentraci 1 g-dm'3 a dal se nemeénil, coz

op¢t koresponduje se zménou molekularni organizace HK v roztoku pti koncentracich kolem
1 g-dm™ [38][48][49].

c(g-dm®)

001 002 01 02 05 1 15 2 4 5 6 10

Zeta potencial (mV)

BHKv NaOH ®HKvNaOHaHCI 8HKvNacCl

Obr. 35 Zavislost zeta potencidlu na koncentraci HK pro vSechna prostiedi

5.8 Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie

Ultrazvukova rychlost i zeslabeni byly méfeny pii frekvenci 12 150 KHZ. Se vzrustajici
koncentraci HK klesala ultrazvukova rychlost pro prostiedi NaOH a NaCl pfipravené piimym
fedénim NaCl. Ultrazvukova rychlost u koncentracni fady HK v NaCl pfipraveném
neutralizaci NaOH pomoci HCI byla a7 do koncentrace 2 g-dm™ pomé&mé konstantni.
U koncentrace 4 g-dm™ bylo dosaZeno maxima a poté byl zaznamenan pokles (viz Obr. 36).
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Obr. 36 Zavislost Sifent rychlosti ultrazvuku na koncentraci HK pro vSechna prostiedi
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Obr. 37 Zavislost ultrazvukového zeslabeni na koncentraci HK pro viechna prostredi
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Opét bylo potvrzeno, ze trend v zavislostech je stejny u prvnich dvou fad, kdy se vychazelo
z roztoktit NaOH (viz kap. 5.2) Ultrazvukové zeslabeni se vzristajici koncentraci rostlo pro
vSechna prostiedi (viz Obr. 37).

Z ultrazvukové rychlosti byla vypocitana stlacitelnost pomoci rovnice (4). Stlacitelnost byla
piepocitana na relativni stlacitelnost vzhledem ke stlacitelnosti vody pomoci vztahu:

= bs
Brel - Bo' (6)

kde S je relativni stlacitelnost, fs je adiabaticka stladitelnost a fy je stladitelnost vody
(4,47736-10% pa™).

Relativni stlacitelnost klesala se zvySujici se koncentraci pro HK v NaOH. U HK v NaCl
pfipraveném piimym fedénim pomoci NaCl byla relativni stlacitelnost zpocatku pomérné
konstantni a od koncentrace 1,5 g-dm™ zacala postupné klesat. U koncentratni fady HK
v NaCl pripraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI byla relativni stlacitelnost piiblizné
konstantni. Pokles relativni stlaCitelnosti se zvySujici se koncentraci je dan uvolfiovanim
molekul vody z hydrata¢niho obalu aktivniho mista HK do objemu rozpoustédla a vznikem
flexibilnéjsiho Utvaru. Voda v hydrata¢nim obalu je totiz mén¢ stlacitelna nez voda objemova.
Jakmile dojde k uvolnéni veskeré vody z hydrata¢niho obalu, relativni stladitelnost zlstava
konstantni [37].
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Obr. 38 Zavislost relativni stlacitelnosti na koncentraci HK pro vSechna prostredi

52



6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva studiem zmén konformace a molekularni organizace
HK ve vodnych roztocich v zavislosti na jejich koncentraci a zptisobu a podminkach ptipravy.
Byly piipraveny koncentra¢ni fady HK ve tfech rtiznych prostfedich, a to v NaOH a NaCl
(ptipraveném bud’ neutralizaci NaOH pomoci HCI, nebo pifimym fedénim NaCl). Pro
zkoumani chovani HK ve vodnych roztocich byly vybrany nasledujici analytick¢é metody:
potenciometrické stanoveni pH, pfima konduktometrie, ultrafialové a viditelna spektrometrie,

méieni hustoty, dynamicky rozptyl svétla, laserova Dopplerova velocimetrie a vysoce
rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie.

Vysledky z potenciometrického stanoveni pH nam ukazuji, ze hodnoty pH pro HK v NaOH
jsou pomérné konstantni se zvysujici se koncentraci. Zavislost pH na koncentraci HK pro
prostfedi NaCl (u obou zpusobu piipravy) vykazuje ptiblizné exponencialni pokles hodnot
pH.

Vodivost je citlivda na obsah a vzajemné zastoupeni vSech iontl v roztoku. Vodivost je
nejvice ovlivnéna H® a OH ionty, které maji oproti ostatnim mnohem vétsi pohyblivost.
Grafické zéavislosti mémé vodivosti na koncentraci HK poukazuji na to, ze se zvySujici
koncentraci mérnd vodivost klesala pro HK Vv prosttedi NaOH. Vsilné alkalickych
prostiedich, jako je napt. 0,1 M NaOH, pievazuje vliv OH  ionti. Jejich pohyblivost je
vporovnani Na® a CI° nizi, coz zplsobilo vy$si konduktivitu roztokdi této tady.
Rovnomémym zvySovanim koncentrace HK dochazi k jejich ¢éstecné neutralizaci a vliv
ostatnich iontl se tim zvySuje. U obou prostiedi NaCl byly namétfeny pomérné konstantni
hodnoty mérné vodivosti pro vSechny koncentrace. Rozdil mezi vodivostmi téchto dvou fad je
zpiisoben odli$nou ptipravou, pouze se zde projevil vliv i ostatnich pfitomnych iontl. Nejnizsi
hodnoty byly zaznamenany pro prosttedi NaCl, pfipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI.
U neutraliza¢ni ptipravy NaCl je vodivost podstatné mensi nez u ostatnich dvou prostiedi,
nebot’” produktem reakce je voda, kterda ma zanedbatelnou vodivost. U ostatnich
koncentra¢nich fad je zastoupeni iontli v roztoku vyssi, a tudiZ 1 mérné vodivost.

V siln€ zasaditém prostiedi NaOH jsou fetézce HK vice rozvinuty, coZ spole¢né S vyS$$im
obsahem negativné nabitych huminovych ¢astic vedlo kK nejvy$sim hodnotam hustot. U druhé
koncentraéni fady bylo uspofddani HK v roztoku vZdy obdobné stejné koncentraci v prvni
fadé, nebot’ §lo o roztoky v NaOH. Az neutralizaci pomoci roztoku HCI doslo k vyrazné
zméné pH a tim i afinity huminovych ¢astic k okolnimu prostfedi. Rostouci trend hustoty
s koncentraci zde zistal tedy zachovan. Pii fedéni pomoci roztoku NaCl byl zpisob piipravy
jiny a ke zménam pH dochazelo pouze v souvislosti se zménou koncentrace HK. Zmény
hustoty jsou tedy mnohem mensi v porovnani s ostatnimi dvéma fadami a odli$né ptiprava se
kromé toho projevila vyse zminénym lokalnim maximem.

Nameétena UV-VIS spektra ukézala, ze se zvySujici se koncentraci HK se jednotliva
spektra posouvaji k vy$sim absorbancim. U koncentra¢ni fady HK v NaCl (pfipraveném
pfimym fedénim NaCl) byl pozorovan vznik maxim ve spektrech pro koncentrace 0,2 g-dm’
alb g-dm'3. Hodnoty humifika¢niho indexu E4/Eg byly u prvnich dvou fad velmi podobné,
zatimco u NaCl jeho hodnota klesla témét o 50 %.
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Vysledky ziskané metodou DLS potvrdily, ze velikost ¢astic a jejich distribuce silné zévisi
jak na zpiisobu piipravy, tak na koncentraci HK, a plné koresponduji s pfedpokladem zmén
v konformaci a molekularni organizaci kolem koncentrace 1 g-dm™ [38][48][49].

Hodnoty zeta potencialu se pohybovaly kolem -30 mV pro HK v NaOH, coz vypovida
o stabilité systému. Pro tyto koncentra¢ni fady nebyly naméfeny hodnoty zeta potencialu od
koncentrace 4 g-dm™ kvili zabarveni roztokii. Roztoky byly natolik tmavé, Ze je nebylo
mozné prosvitit laserem. Koncentracni fada HK v NaCl ptipraveném neutralizaci NaOH
pomoci HCl ma minimum pii koncentraci HK mezi 1 g-dm™ a 2 g-dm™ (pod -30 mV), kdy
byl systém nejstabiln€jsi. U koncentracni fady HK v NaCl pfipraveném piimym fedénim
NaCl byl zaznamenan prudky pokles zeta potencidlu pro koncentraci 1 g-dm‘3 a dal se
neménil. U této koncentracni fady byly hodnoty zeta potencidlu nad -30 mV, coz vypovida
o nestabilité systému, v roztocich se tvotily agregaty.

Se vzristajici koncentraci HK klesala ultrazvukova rychlost pro prostfedi NaOH a NaCl
pfipraveném piimym fedénim NaCl, coz je ditkazem tvorby agregatii v roztoku. Ultrazvukova
rychlost u koncentra¢ni fady HK v NaCl ptipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI byla az
do koncentrace 2 g-dm™ pomérn& konstantni. U koncentrace 4 g-dm™ bylo dosaZeno maxima
a poté byl zaznamenan pokles. Ultrazvukové zeslabeni se vzristajici koncentraci rostlo pro
vSechna prostfedi. Relativni stlacitelnost klesala se zvySujici se koncentraci pro HK v NaOH.
U HK v NaCl pfipraveném piimym fedénim NaCl byla relativni stlacitelnost zpocatku
pomémé konstantni a od koncentrace 1,5g-dm™ zaGala postupné klesat. U t&chto dvou
prostiedi klesajici tendence relativni stlaCitelnosti je vysledkem tvorby agregati roztoku.
U koncentra¢ni fady HK v NaCl pfipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI byla relativni
stlacitelnost konstantni, coZ poukazuje na nepfitomnost agregatd v roztoku. Pokles relativni
stlacitelnosti se zvySujici se koncentraci je dan uvolfhovanim molekul vody z hydratacniho
obalu aktivniho mista HK do objemu rozpoustédla a vznikem flexibiln&jsiho utvaru. Voda
V hydrata¢nim obalu je totiZ mén¢ stlaCitelnd nez voda objemova. Jakmile dojde k uvolnéni
veskeré vody z hydrata¢niho obalu, relativni stlacitelnost zistava konstantni [37].

Vsechny metody ukazuji na to, Ze prostiedi NaOH ma u prvnich dvou fad (jak HK
v NaOH, tak HK v NaCl pfipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCIl) podobné trendy.
Roztoky HK pfipravené fedénim pomoci NaCl se chovaji odlisn€, coZz je zplsobeno
rozdilnym postupem ptipravy. Pii1 urCité koncentraci HK v riznych prostfedich dochazi ke
zménam ve strukturnim uspotradani huminovych ¢astic v roztoku.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HL

HK

FK

HM
GPC
SEC
HPSEC
LPSEC
NMR
UV-VIS
DLS
LDV
HR-US

huminov¢ latky

huminov¢ kyseliny

fulvinové kyseliny

huminové materialy

gelova permeacni chromatografie

vyluCovaci chromatografie

vylucovaci chromatografie za zvySeného tlaku
vylucovaci chromatografie za snizeného tlaku
nuklearni magneticka rezonan¢ni spektrometrie
ultrafialova a viditelna spektrofotometrie
dynamicky rozptyl svétla

laserova Dopplerova velocimetrie

vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie
hydrodynamicky primeér

difuzni koeficient

Boltzmannova konstanta

absolutni teplota

Ludolfovo ¢islo

viskozita

ultrazvukova rychlost

vlnova délka

frekvence oscilace deformace

ultrazvukové zeslabeni

amplituda vlny prochézejici vzorkem
amplituda viny vstupujici do vzorku
vzdalenost, kterou urazi vlna ve vzorku

adiabaticka stladitelnost
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hustota

objem

tlak

entropie

absorbance pii vlnové délce 280 nm
absorbance pii vlnové délce 465 nm
absorbance pti vinové délce 665 nm
humifikaéni index

relativni stlacitelnost

stlacitelnost vody
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