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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této bakalafské prace byla izolace huminovych latek (HK a FK)z pfirodniho
vzorku Leonarditu a jejich nasledna strukturni a fyzikalné-chemicka charakterizace. Mimo
jiné byl studovan i standard huminovych kyselin dodavany spoleCnosti IHSS, izolovany
z Leonarditu pivodem z Dakoty, USA. K charakterizaci pfislusnych vzorka izolovanych
huminovych latek byly zvoleny nasledujici termické a spektrometrické metody:
termogravimetrickd analyza (TGA), elementarni analyza (EA), molekulova absorpni
spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického zareni (UV/Vis)
ainfracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR). Z vysledkli elementarni
analyzy byly stanoveny atomové pomeéry. Z naméfenych UV/Vis spekter byly vypocteny
absorpcni  koeficienty, které byly pouzity k fyzikalné-chemické charakterizaci téchto
biokoloidnich slou€enin. Naméfend infraCervend spektra byla pouzita k identifikaci
jednotlivych funkénich skupin.
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ABSTRACT

The main aim of this thesis was to isolate humic substances (HA and FA) from the natural
sample of Leonardite, to characterize their structure and physical and chemical properties.
Among other things, the humic acid standard supplied by IHSS, isolated from Leonardite,
originally from Dakota, USA, was also studied. The following thermal and spectrometric
methods were used to characterize the samples of isolated humic substances:
thermogravimetric analysis (TGA), elemental analysis (EA), ultraviolet-visible spectrometry
(UV / Vis) and infrared spectrometry with Fourier transformation (FTIR). The atomic ratios
were determined from the results of the elemental analysis. Absorption coefficients were
calculated from the measured UV/Vis spectra and were used for the physicochemical
characterization of these biocolloid compounds. The measured infrared spectra were used to
identify the individual functional groups.
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UvOD

Huminové latky (HL) jsou pfirodni organické slouceniny, které obsahuji Sirokou fadu
molekul s relativné€ nizkou molekulovou hmotnosti (200-300 Da), které jsou navzajem vazany
van der Waalsovymi silami, n-n, CH-n a vodikovymi vazbami. Udava se, ze HL jsou
nejrozSifenéj§i organicky material na Zemi. Tyto latky hraji ddlezitou roli v celém
ekosystému a podili se na mnohych zasadnich procesech. Jednotlivé frakce huminovych latek
— huminové kyseliny (HK), fulvinové kyseliny (FK) a huminy (HU) se v pfirozeném prostiedi
mohou vyskytovat v mnoha ruznych formach. Nejcastéji se v pfirodé setkavame
s huminovymi latkami v pevné fazi jako soucast tzv. organomineralniho komplexu. Vyskytuji
se také jako soucast raseliny, uhli, lignitu, Leonarditu ¢i pudy. Huminové latky vznikaji
postupnou degradaci biologického materialu. V zavislosti na puvodu, charakteru vychoziho
biologického materialu, nalezisti, pribéhu jeho degradace a mimo jiné i dob& odbéru dochazi
ke zna¢nym diferencim v chemickém a strukturnim slozeni HL. Nejen kvili témto divodim
neni presna struktura HL zcela objasnéna a ztstava predmétem intenzivniho vyzkumu.

Leonardit je oxidovana forma lignitu s hnédym a uhelnym vzhledem, Casto se vyskytujici
v mélkych hloubkach, kde prekryva kompaktnési uhli. Poprvé byl Leonardit definovan
geologem Arthurem G. Leonardem v Severni Dakoté, USA, jako "méekka, zemita, stfedné
hnéda, uhli-podobna latka", ktera doprovazela tamni loziska lignitu. Jedna se o smeés
huminovych latek s mineraly jako je sadrovec, jil a kiemen. Pravé Leonardit je v posledni
dobé ¢im dal tim casteji vyuzivan jako vychozi zdroj pro izolaci HL, pfedev§im diky jeho
dostupnosti, nizké cené a vysokému obsahu HL, z ¢ehoz je pfevazna Cast tvorena HK.
V souvislosti s moznou budouci aplikaci HL izolovanych z Leonarditu je dulezita znalost
jejich struktury a charakteru a mnozstvi funk¢nich skupin, které ovliviiuji chovani a reaktivitu
téchto biokoloidnich sloucenin. Zde se nabizi vyuziti nedestruktivnich analytickych metod:
molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti zatfeni (UV/Vis)
a infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR). V obecném pohledu jsou
tyto metody schopny poskytnout dilezité informace tykajici se charakteru, obsahu funkénich
skupin, struktury a jejich reaktivity.



1. TEORETICKE ZAKLADY
1.1. Vznik hnédého uhli

Proces vzniku uhli probiha ve dvou fazich: biochemické a geochemické. V pribéhu
biochemické faze dochézi nejprve k nahromadéni odumielého rostlinného materialu a pozdéji
k jeho rozkladu. Rozkladné procesy jsou déleny na tleni, trouchnivéni, hniti a raSelinéni.
Dochézi k nim jesté predtim, nez je rozkladajici se biomasa zakryta sedimentem [1].

1.1.1. Biochemicka faze

Pfi dokonalém okysli¢ovani dochazi ke tleni. Pokud je pfistup vzduchu mensi a biomasa je
prostoupena vodou, nastava trouchnivéni. V disledku nedokonalého pfistupu vzduchu
nedochazi k iplnému rozkladu biomasy, ale zistava pevny zbytek, tzv. trouch. Hniti je
z prevazné Casti anaerobnim procesem. Probiha ve stojatych a nedokonale vétranych vodach.
Jako plynné produkty vznikaji CH4, NHi, H,S a CO,. Zbytek, tzv. sapropel, je tvoren
tekutymi ¢i tuhymi latkami bohatymi na vodik. RaSelinéni probihd zcasti nebo uplné
v subakvatickém prostiedi, tedy v mistech s dostateCnym pfistupem vody.

Aby vedlo raSelinéni skute¢né ke vzniku uhli, je nutné, aby doSlo k ochrané¢ odumftelé
biomasy pred uplnym rozkladem kombinaci nékolika faktori — biologickych, chemickych
a geologickych. Biologicka ochrana spociva v omezeni zivota mikroorganismu tvorbou latek,
které jsou pro né jedovaté. Chemicka ochrana zahrnuje ztratu vody dehydrataci koloidd, ¢imz
dojde k odumfeni rozkladnych mikroorganismt. Zakladnim principem geologické ochrany je
omezeni pristupu vzdusného kysliku. K tomu muze dojit napt. v disledku zaliti vodou ¢i
prekrytim nanosem sedimenti. K ukonceni biochemické faze vzniku uhli dochazi, jakmile
prestanou existovat vhodné podminky pro existenci rozkladnych organismi. K ukonceni
dochazi tehdy, kdyz se rozlozena hmota prekryta sedimenty dostane hloubé&ji pod zemsky
povrch. Zde dochazi k dal§im chemickym reakcim, pfedevs§im v dasledku pusobeni tlaku
a teploty. Organickd hmota se jiz dale nerozklada, ale pouze pfemeéruje. Raselinéni je tim
vystfidano prouhelfiovanim, ¢imz zacina geochemicka faze vzniku uhli [1] [2] [3].

1.1.2. Geochemicka faze

Prouhelfiovani je definovano jako slozity geochemicky proces vytvarejici z vrstev raSeliny
a sapropelu hnédouhelnou, ¢ernouhelnou ¢i antracitovou sloj. Podstatou prouhelfiovani je
rozklad slozitych velkych molekul biopolymerd, které tvofi odumfelou biomasu. Ze
vznikajicich jednodusSich molekul — monomerd — dochazi k syntéze novych, slozitéjsich
makromolekul, které jsou bohatsi na uhlik a vodik. Nejdualezitéjsimi faktory prouhelnéni jsou
teplota a tlak, vliv Casu neni tak vyznamny. Teplota hraje v procesu dulezitou roli pfedevsim
proto, ze jeji vzrust snadno méni chemickou a strukturni stavbu organické hmoty. Tlak
vyraznég ovliviiuje objem plynné faze a tim 1 intenzitu reakci pfi prouhelfiovani [1] [4].

1.2. Slozeni hnédého uhli

Mikrokonstituenty uhli oznacujeme jako maceralové skupiny, jejichz ptuvod je odvozovan
z macerace puvodniho rostlinného materialu. Maceralové skupiny hnédého uhli jsou huminit,
liptinit a inertinit. Odli§nost maceralovych skupin je zpusobena riznorodosti ptvodniho
rostlinného materialu a podminkami doprovazejicimi proces prouhelfiovani. Disledkem toho
jsou pak v jednotlivych maceralovych skupinach napt. rizné podily hlavnich organogennich
prvka C, H, O.

Nedilnou soucasti uhli je voda. Podle urovné svého prouhelnaténi obsahuje uhli 1 az 60
hm. % vody. Voda je v uhli vazana riznymi zpusoby. Pouze jeji mala Cast, voda vazana na

6



popeloviny a voda konstitucni, se analyticky nestanovuji. Zbyvajici voda je oznacovana jako
veskera a déli se na hrubou, hygroskopickou a okludovanou vodu.

Hoftlavina uhli se skladd prevazné z uhliku, mensiho mnozstvi vodiku a z malych mnozstvi
dusiku a siry. Velmi rozdilné je mnozstvi kysliku. Opét se zde vyskytuje zavislost na urovni
prouhelnaténi. Mnozstvi uhliku stoupa pfi vy$sim zuhelnaténi a zaroven s nim klesa mnozstvi
vodiku a kysliku. Sira nachéazejici se v hoflaviné uhli je vétSinou vazana v sirnych
heterocyklech jako je thiofen, benzothiofen, thioxanthen apod. Udavéa se, ze na jeden atom
siry ptipada v uhli 100 az 300 atomu kysliku [1].

1.3. Huminové latky

Huminové latky jsou definovany jako smés amorfnich, polydisperznich sloucenin zluté az
hnédocerné barvy. Huminové latky patii mezi viibec nejrozsifenéjsi latky na Zemi. Jedna se
o heterogenni skupinu pfirodnich organickych molekul se slozitou polymerni strukturou,
vzniklou postupnym rozkladem a preménou odumielé biomasy. Tato pfeména se nazyva
humifikace [5]. Huminové latky tvofi neodmyslitelnou soucast kaustobiolitii, kam zpravidla
fadime hnéda uhli (Leonardit, oxyhumolit, lignit a raselinu) a v neposledni fadé jsou soucasti
pudnich a vodnich ekosystému [6]. 60 — 80 % celkového organického uhliku v padé se
vyskytuje ve formé& huminovych kyselin. 50 — 75 % rozpustné organické hmoty ve vod¢ tvori
prave fulvinové a huminové kyseliny [7].

Slozeni huminovych latek se lisi v zavislosti na jejich zdroji, pavodu a zpusobu extrakce.
Diference elementarniho slozeni huminovych latek je relativné mald. Huminové latky
extrahované z kaustobiolitd jsou tvofeny pfiblizné 40 — 60 hm. % uhliku, 30 — 50 hm. %
kysliku, 4 — 5 hm. % vodiku, 1 — 4 hm. % dusiku, 1 — 2 hm. % siry a 0 — 0,3 hm. % fosforu
[8]. Rovnéz je na tomto misté¢ nutné podotknout, ze horni hranice elementarniho slozeni
atom0 uhliku, siry a fosforu se tyka organické frakce HL, kterou nazyvame huminové
kyseliny. Naproti tomu, fulvinové kyseliny jsou zpravidla charakterizovany vy§sim obsahem
kysliku, jez je v téchto biokoloidnich latkach vazan zejména ve forme kyselych funkénich
skupin jako jsou karboxylové a —OH fenolické. [8].

1.3.1. Rozdéleni huminovych liatek

Huminové slouceniny jsou hydrofilni, kyselé a maji vysokou molekulovou hmotnost,
dosahujici od nékolika stovek po tisice daltona (Da). Podle rozpustnosti ve vodnych roztocich
je mozné rozdelit huminové latky na tii zakladni skupiny:

e Huminové kyseliny (HK), které jsou rozpustné v alkalickych roztocich,
e Fulvinové kyseliny (FK), které jsou rozpustné v alkalickych i kyselych roztocich,
e Huminy (HU), nerozpustné v alkalickém ani kyselém prostiedi [9].

Mimo to byl zaveden pojem hymatomelanové kyseliny, ktery oznacuje frakci huminovych
kyselin oddélitelnou alkoholovou extrakci. Tyto latky maji zluté az zlutohnédé zbarveni
a oproti huminovym kyselindam maji mensi molekulovou hmotnost. Déleni huminovych latek
dle jejich rizné rozpustnosti je pouzivano jiz dlouhou dobu diky tomu, Ze rozpustnost je
dobrym kritériem vzhledem k jeji zavislosti na dalezitych fyzikalné-chemickych vlastnostech,
jako je obsah kyselych funkcnich skupin, molekulova hmotnost, aromaticita atd [10].

V odborné literatufe zabyvajici se huminovymi latkami dominuje predevsim diskuze
o huminovych a fulvinovych kyselinach, zatimco humin je utlaCovan do pozadi. Praveé
zmifiovana rozpustnost prvnich dvou frakei totiz vyrazné usnadiiuje jejich izolaci a nasledné
studium [10].
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Obrazek 1 — Rozdéleni huminovych ldatek [11]
1.3.1.1. Huminové kyseliny

Huminové kyseliny jsou latky charakteristické svou tmavou barvou. Vét§inou dochazi k jejich
nahromadéni na misté vzniku. Je pro né typicka dobra rozpustnost v roztocich hydrolyticky
zasaditych soli. V kyselém prostfedi dochazi ke vzniku koagulati huminovych kyselin,
pficemz musi byt dodrzena podminka, ze pH roztoku bude mensi nez 2, tedy bude dosahovat
hodnoty izoelektrického bodu. S rostouci hodnotou pH dochazi k postupné disociaci nejdiive
karboxylovych a nésledné fenolickych skupin [7] [12].

Elementarni slozeni huminovych kyselin je zna¢n€ ovlivnéno druhem pfirodni matrice,
chemickym slozenim pivodni organické hmoty a podminkami, pii kterych dochazelo
k procesu humifikace. Slozeni kolisa v nasledujicim rozmezi: uhlik — 52-62 %, vodik — 2,8-
5,8 %, kyslik — 31-39 %, dusik — 1.7-4.9 % a sira — 0-2 %. Huminové kyseliny obsahuji také
az 10 % popelovin, které jsou tvofeny prvky jako kiemik, hlinik, Zzelezo, vapnik, aj.
Kyselinovy charakter téchto latek je dany pfitomnosti kyselych funkcnich skupin, ze kterych
jsou nejpodstatnéjsi karboxylové a hydroxylové skupiny. Vodikové ionty obsazené v téchto
funk¢nich skupinach maji schopnost vymeénovat se za jiné ionty. Udava se, ze v praiméru 35%
molekuly huminové kyseliny tvofi aromaticka jadra, zatimco zbytek jeji struktury je ve forme
alifatickych uhlikovych fetézci. U HK izolovanych z kaustobiolitd vSak mohou aromaticka
jadra tvorit az 80 % molekuly HK. Molekulova velikost huminovych kyselin se pohybuje
pfiblizné€ v rozmezi od 10 000 do 100 000 Da. Polymery huminovych kyselin snadno spojuji
jil za tvorby stabilnich organo-mineralnich komplexu jilu [13] [12] [14].

1.3.1.2. Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny jsou frakci huminovych latek, ktera je rozpustna v celém rozsahu pH.
Jedna se o latky zluté az hnédé barvy, velmi pohyblivé a lehce se pfemistujici v pudnim
profilu. Jsou charakteristické dobrou rozpustnosti ve vodé, mineralnich kyselinach, louzich
i v roztocich hydrolyticky zasaditych soli. Od huminovych kyselin se lisi jednodussi stavbou
makromolekuly i celkovym slozenim [12]. Jednd se o smés alifatickych aaromatickych
organickych kyselin. Jejich slozeni atvar molekuly je pomérné variabilni. Ve vodném
prostfedi je velikost makromolekul fulvinovych kyselin oproti huminovym kyselinam mensi.
Jejich molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi od 1000 do 10 000 Da.

Fulvinové kyseliny obsahuji pfiblizné dvakrat vice kysliku, nez huminové kyseliny. To je
zpusobeno piedevs§im vysokym obsahem karboxylovych —COOH skupin. Obsahuji také velky
podil OH fenolickych skupin. C=0 karbonylové a C—O etherové funkéni skupiny jsou oproti
COOH a -OH =zastoupeny v men$i mife. Pravé to ma za nasledek vyssi reaktivitu, nez
vykazuji huminové kyseliny [13].

1.3.1.3. Huminy

Jedna se pravdépodobné o silné karbonizovanou organickou hmotu, pevné véazanou na
mineralni podil pfirodni matrice. Proto se humin neda ziskat ani mnohonasobnou extrakci
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alkaliemi z dekalcinované pudy (zbavené vapniku a hoiciku). Huminy jsou casto
charakterizovany jako nerozpustné formy huminovych kyselin. [12].

1.3.2. Vznik huminovych latek

Huminové latky vznikaji pfi procesu zvaném humifikace. Dochazi pifi ném k pfeméné
odumfelého rostlinného 1 zivocisSného materialu. Samotna humifikace zahrnuje velky soubor
na sebe navazujicich biochemickych a enzymatickych reakci. Uzce souvisi s uhlikovym
a dusikovym cyklem. Existuji Ctyfi teorie vzniku huminovych latek. Tyto Ctyfi teorie se lisi
predevsim v tom, jak se prvotni latky zuzitkuji v syntéze huminovych latek [7] [11] [9].

Prvotni ligninova neboli degradacni teorie, kterou zastaval Waksman, fika, ze huminové latky
jsou preménéné ligniny. Pozdé&ji se zacali védci priklanét k tvrzeni, ze tento mechanismus
zahrnuje i pfeménu z chinoni. Ve skuteCnosti je cely proces vzniku huminovych latek
mnohem slozit&jsi a v pfirodé se musi brat v uvahu jako mozné mechanismy vzniku
huminovych a fulvinovych kyselin vSechny ctyfi cesty pfemény (viz Obrazek 2).

Rostlinné zbytky _\

- - Modifikovany
Pusobend mikroorganismi liznin
e Produity vanide
..... iy rozikladem hgrunu
Cualry Polyfenoly sloufeniny

Huminowe lathsr

Obrazek 2 — Mechanismus vzniku huminovych latek dle Stevensona [11] [15]
1.3.2.1. Ligninovd teorie

Podle této teorie je hlavnim prekurzorem vzniku huminovych latek lignin. Diky studiu
rozkladu rostlinnych slozek je znamo, ze nejsnaze podléhaji humifikaci latky rozpustné ve
vode¢, hemicelulézy a nejméne snadno celuléza. Lignin se hromadi ve zbytcich rostlinného
materialu, kde je degradovan mikroorganismy za postupné ztraty methoxylovych skupin
anasledného vzniku o-hydroxyfenoli. Konecnou oxidaci alifatickych casti molekuly pak
vznikaji karboxylové skupiny. Takto pozménéné Casti ligninu jsou podrobeny dal§im reakcim.
Pti oxidaci reaguji s aminovymi slouCeninami za vzniku kondenzacnich produkti, ve kterych
je dusik soucasti heterocyklickych sloucenin. Obrazek 2 zachycuje pfeménu podle ligninové
teorie pod drahou €. 4 [7] [11] [16].

1.3.2.2. Polyfenolova teorie

Ligninova teorie byla v 60. letech 20. stoleti nahrazena polyfenolovou neboli syntetickou
teorii. Polyfenolova teorie popisuje vznik huminovych latek z polyfenolovych stavebnich
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jednotek, které jsou z pfevazné syntetizovany mikroorganismy (viz Obrazek 2 — drahy 2 a 3).
Vzniklé chinony dale reaguji se slou¢eninami obsahujicimi dusik. Polyfenolova teorie byla
doplnéna o hypotézu, ktera bere v potaz, ze polyfenoly mohou byt syntetizovany
mikroorganismy i z neligninovych zdroji jako jsou celuldza ¢i jiné polysacharidy, pak jsou
enzymaticky oxidovany na chinony a pfeménény na huminové latky [7] [11].

1.3.2.3. Teorie podle Maillarda

Podle této teorie jsou huminové latky vysledkem syntetické reakce jednoduchych latek
(aminokyseliny a monosacharidy) vzniklych rozkladem ¢asti rostlin (viz Obrazek 2 —
draha ¢. 4). Mikroorganismy piitomné v pudé se podle této teorie piimo nepodileji na vzniku
huminovych latek, jedna se tim padem pievazné o neenzymatické reakce. Maillardova teorie
poskytuje vysvétleni pro tvorbu huminovych latek také v prostredi, ve kterém se nevykytuje
dostatecny podil ligninu a produktt degradace ligninu. [11] [17].

1.3.3. Molekularni struktura huminovych latek

Huminové latky tvofi fada raznych sloucenin o relativni molekulové hmotnosti
700 az 2-10° Da [2]. O objasnéni molekulami struktury se pokousely mnohé védecké tymy,
ale navzdory Cetnym studiim huminovych latek se nepodafilo identifikovat pravidelné se
opakujici strukturni jednotku nebo skupinu jednotek, charakteristickou pro tyto materialy.
Pritom pochopeni struktury huminovych latek je kliCové pro pochopeni jejich fyzikalné-
chemickych interakci v prostiedi.

1.3.3.1. Polymerni teorie

Polymerni teorie je historicky nejstarsi publikovanou teorii, které nahlizi na tyto biokoloidni
latky pomoci tzv. polymerniho modelu HL. Tento model pohlizi na HL jako na
makromolekuly s linearni strukturou. Z polymerniho konceptu HL vychazi mnoho
strukturnich modelQ, z nichz nejvyznamnéjsimi modely jsou strukturni vzorce navrzenymi
Flaigem (1960), Kleinhumpelem (1970) a v neposledni fad€ 1 dlouho pfijimanym strukturnim
vzorcem navrzenym Stevensonem (1982). Obecné lze fici, Ze tyto polymerni modely
definovaly HL jako linearni ohebné makromolekuly, které mohou zaujimat rizné konformace
makromolekularniho klubka v zavislosti na naboji, hodnoté pH a presného chemického
slozeni polymerniho fetézce. Pfi nizkych hodnotach pH zaujima makromolekularni klubko
HK klubkovity tvar, a v takovém pfipadé je jsou kyselé¢ funkéni skupiny na polymernim
fetézci HK zcela protonované a dochazi tak ke koagulaci téchto biokoloidnich latek. Tohoto
principu se vyuziva pii izolaci a frakcionaci HL na tfi zakladni skupiny. Pomoci tohoto
modelu je nahlizeno na HL, jako na polyelektrolyty s riznou stfedni molekulovou hmotnosti
(Dubach & Mehta, 1963) [18], coz plati 1 pro jiné pfirodni makromolekuly jako jsou
bilkoviny, polysacharidy nebo lignin. Pfedpoklad, ze HL jsou tvofeny polymerni strukturu,
byl podpofen zavedenim jednoduchych fyzikalné-chemickych méfeni urcenych
k charakterizaci HL. Ptikladem je index E4/Es, tedy pomér absorbance huminovych latek pii
465 nm a 665 nm, zavedeny Weltem (1955) a vyuzivany napt. Chenem (1977) a Kononovem
(1961). Diky rozsahlym studiim se ukazalo, ze tento absorpcni koeficient je dobrym
ukazatelem stfedni molekulové hmotnosti HL, avSak musime mit na paméti, ze tento
absorp¢ni koeficient je siln€ zavisly na hodnoté pH roztoku.

Mezi dalsi divody pro pfijeti polymerni teorie patii také to, ze stabilni polymerni struktura
lépe vysvétlovala jistou odolnost huminovych latek pfi tepelné degradaci za pouziti
termalnich technik jako je napf. termogravimetrie [19].

10



V roce 1989 Hayes publikoval teorii, ze neexistuji zadné dukazy o pravidelnosti
ve strukturach téchto makromolekul. Naproti tomu, polymerni model HL byl podpoten
Stevensonem, ktery tvrdil, ze kazda makromolekula HL je slozena z opakujici se série
molekul riznych velikosti, pfiCemz jen malo z nich ma presné stejnou strukturalni konfiguraci
nebo obsah rozlicnych funkéni skupiny. Toto tvrzeni vychéazelo z publikovanych praci
Dubach & Mehta, ktefi tvrdili, Ze pravdépodobné neexistuji dvé makromolekuly HL, které by
byly naprosto strukturné totozné [20]. Casem zadalo byt ziejmé, ze HL se skladaji
z heterogenni smeési sloucenin, pro které neni mozné vytvofit jednotny strukturni vzorec [10].

1.3.3.2. Supramolekuldarni teorie

S rozvojem modernich instrumentalnich technik (pyrolytické techniky spojené s rtiznymi
chromatografickymi metodami, termochemolyza, SEC MALLS, MS, DLS a zejména "°C
NMR) nastava odklon od bézné piijimaného polymerniho modelu HL, ktery ve védecké
spoleCnosti  zpusobil jistou kontroverzi, o které svéd¢i mnoho publikovanych ¢lanku
a monografii z této doby. Jiz s prvotnimi provedenymi experimenty bylo jisté, ze struktura
a prostorova konformace HL je ponékud slozitéjsi, nez se pivodné predpokladalo. V dusledku
mnoha provedenych experimenti je dnes na HL zejména HK pohlizeno jako na
supramolekuly. Podle mnohych autorti jsou HL supramolekuldrni agregaty relativné malych
heterogennich molekul, které¢ jsou stabilizovany slabymi vazebnymi interakcemi, kam
zpravidla fadime van der Waalsovy sily, -t a CH3— = interakce. Na zakladé této definice
supramolekularni struktury HL je zfejmi rozdil mezi timto strukturnim modelem a polymerni
teorii, ktera predpoklada, ze strukturni jednotky HL jsou poutany kovalentnimi vazbami.
Simpson [21] a dalsi autofi pohlizeji na HL jako na supramolekularni agregaty, které jsou
tvoteny z velkého poctu nizkomolekularnich stavebnich jednotek (aromatické fragmenty
ligninu, alifatické fetézce, fragmenty polysacharidi a polypeptidl). Mimo jiné je velmi
dulezité podotknout, ze tyto stavebni jednotky jsou rovnéz stabilizovany kovalentnimi
vazbami téchto fragmentd skovovymi ionty piipadné€ sorpci na povrchu castic. Tento
supramolekularni koncept rovnéz bere v uvahu i vznik hydrofobnich domén ve strukture HL.
Vznik hydrofobnich domén ve struktufe HL je z velké Casti realizovan silné nepolarnimi
stavebnimi jednotkami, které jsou orientovany do vnitini casti supramolekularni struktury
[22].
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Obrazek 3 - Schéma supramolekuldrni struktury huminovych kyselin podle von Wandruszki
1.3.4. Vyuziti huminovych litek

Diky svym vlastnostem nachazeji huminové latky uplatnéni v Siroké Skale oblasti.

Zemédelstvi

Huminové latky hraji v ptirodé klicovou roli. Pomahaji totiz vytvaret pfiznivé prostiedi pro
zivot dalezitych pidnich mikroorganismu, usnadfiuji transport zivin z pudy do rostlin a pudé
samotné pak znacn€ vylepsSuji schopnost udrzovat kompaktni konzistenci. Pida se pak dokaze
bréanit napiiklad erozi a desertifikaci [5]. Kromé toho, ze huminové kyseliny maji pozitivni
vliv na strukturu pidy a pomahaji jeji Castice ztmelovat, ovlivilyji rovné€z, jak dobfe je puda
schopna zadrzovat vodu. Mezi zajimavé vlastnosti huminovych kyselin patii také bezesporu
jejich biologicka aktivita. Je znamo, ze huminové latky zvySuji aktivitu enzymu protonové
pumpy, ktery reguluje transport zivin do rostliny. Rostliny oSetfované huminovymi latkami
pak v disledku toho rychleji a siln€ji rostou. Aktivita huminovych latek podporuje také
kotenové vlaseni rostlin [5] [23]. Huminové latky jsou pouzivany samostatné nebo
v kombinaci s kapalnymi a tuhymi hnojivy. Oxyhumolity lze pfidavat do kontaminovanych
pad, vyhodné pak v kombinaci s vapnénim. Huminové kyseliny obsazené v oxyhumolitech
zachycuji tézké kovy a organické polutanty. Roztoky huminovych latek jsou vyuzivany
k postiiku na listy, protoze pusobi jako inhibitory vzniku plisni [24].

Huminové latky také nalézaji Siroké vyuziti jak v chovech hospodarskych zvirat, tak
v chovech zajmovych. Maji stimulacni G¢inky na traveni a vyuziti zivin, zlepSuji konverzi
krmiva a tim pfiznive ovliviuji rust zvifat. U dojeného skotu doslo pii podavani huminovych
latek k mirnému zvySeni produkce mléka a k vyznamnému zvySeni obsahu mlécného tuku
a proteinu. Pfidavek huminovych kyselin do krmné davky vede k tvorbé zdravého stfevniho
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epitelu, stabilizaci stievni mikroflory a pH v travicim traktu a ke zlepSeni kondice. Pro své
antimikrobialni u¢inky se huminové latky vyuzivaji také pro zvySeni ochrany proti infekci,
zejména u mladych zvitat [25].

Priimyslové vyuziti

Vzhledem k tomu, ze huminové latky tvorii velkou ¢ast lignitu a vyskytuji se 1 v hnédém uhli
¢i jinych nizko prouhelnaténych hmotach, byly takto nepfimo vyuzivany v energetickém
prumyslu. V soucasné dobé je vSak vyuzivani spalovani uhli jako zdroje energie nahrazovano
jinymi, pro zivotni prostfedi méné skodlivymi zptsoby [23].

V papirenském pramyslu se uplatiiuji huminové kyseliny, resp. jejich sodna forma, humat
sodny, ktery je pouzivan jako barvivo papiru. Jeho pfitomnost zaroven zlepSuje retenci
papiroviny a snizuje prunik toxickych latek do podsitnych vod. Barveni je bezproblémové jak
u technologie, kdy je barva pfidavana pfimo do hmoty rozvlaknéného papiru, tak
u technologie, kdy se barva na povrch papiru nanasi na klizicim lisu [24].

Ve stavebnictvi se HL uplatiiuji jako ucinna slozka plastifikatord betonovych smési.
Plastifikatory s obsahem HK fesi zakladni problém transportbetonu, tj. zablokovani hydratace
cementu a zachovani konzistence betonové smesi béhem jeji dopravy bez negativniho vlivu
na rychlost nardstu poCateCnich pevnosti betonu. Plastifikatory na bazi HK jsou ve své tfidé
kvalitativn€ srovnatelné se zahrani¢nimi vyrobky pfi nizsi cené [24].

Ochrana Zivotniho prostredi

Diky své struktufe jsou huminové a fulvinové kyseliny schopné interakci s toxickymi kovy
(Pb, Hg, Cd, Cu, Zn, Ni, Cr), respektive jejich ionty, a organickymi latkami jako jsou
polycyklické aromatické uhlovodiky, zneciStujicimi zivotni prostfedi. Stejné jako ionexy se
daji pouzit do kolon a regenerovat, nebo jsou pouzivany ve formé ptidavka do odpadni vody
s naslednym oddélenim sedimentaci nebo filtraci. Nejvhodnéjsi pouziti téchto latek je tam,
kde se koncentrace toxickych kovli pohybuje v rozmezi 1 az 10 mg/l. Zbytkova koncentrace
kovii v odpadnich vodach je zpravidla nizsi nez 0,3 mg/l. Jsou ekologicky nezavadné
a vazebna sila vic¢i kovim je srovnatelna s praimyslovymi ionexy. [10] [24].

Pravé adsorpci kadmia, resp. kademnatych iontl, na huminové kyseliny se zabyvali ve svém
vyzkumu Meng a spol. [26]. K sorpci byly pouzity HK izolované z Leonarditu z oblasti
Xinjiang Uyghur v Cing. K vysrazeni HK byl misto HCI pouzit CaCl,, coz vedlo k vy$§imu
obsahu popela nez u HK izolovanych tradi¢né pomoci HCI. HK také vykazovaly mensi obsah
uhliku. Samotna adsorpce zahrnovala iontovou vyménu a povrchovou komplexaci, coz vedlo
k velmi vysoké adsorpéni kapacité Cd **, a to od 110 - 129 mg-g™' HK. Tyto hodnoty jsou
vys$i nez hodnoty uvedené v literatufe pro huminové adsorbenty izolované z Leonarditu.
Vzhledem k tomu, ze huminové adsorbenty jsou levné, bezpecné a piinosné pro kvalitu pudy,
maji dobry potencial pro pouziti v pidach kontaminovanych Cd.

1.4. Izolace huminovych latek

V soucasnosti existuje fada metod izolace a frakcionace huminovych latek. Zakladem vsech
téchto postupu je prace Konovové a BélCikové (1963). Izolace probihaly puvodné prevazné
z pevnych vzorkl, pozdéji zacaly byt izolovany a zkoumany také huminové latky rozpusténé
ve vodach [10].
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1.4.1. Izolace z kapalnych vzorki

Aiken popisuje rizné postupy pro izolaci huminovych latek z vod. Patii mezi né filtrace
a aplikace ultrafiltrace, reverzni osmozy, extrakce rozpoustédly, iontové vymeny a sorpce,
vcetné€ pouziti oxidu hlinitého, uhlikovych a neiontovych makroporéznich pryskyfic. Velkou
nevyhodou izolace z kapalnych vzorkl je pomérné nizka koncentrace huminovych latek
rozpusténych v pfirodnich vodach. Koncentrace huminovych latek se pohybuje v rozmezi od
20 pg-dm™ v podzemnich vodach az do 30 mg-dm™ v povrchovych vodach [10].

1.4.2. Izolace z pevnych matric

Huminové a fulvinové kyseliny jsou obvykle extrahovany z pevnych vzorkt pfirodnich matric
(kaustobiolitt, raseliny, pud, sedimentd a v neposledni fadé€ i alginitu) ve formé sodnych soli
pomoci roztoku hydroxidu sodného. Zbyvajici material je tvofen nerozpustnou organickou
frakci tzn. huminy. Alkalicky supernatant se okyseli na pH = 2 pomoci kyseliny
chlorovodikové. Za téchto podminek dojde k vysrazeni huminovych kyselin z roztoku,
zatimco fulvinové kyseliny v roztoku ziistavaji, stejné tak jako jiné malé molekuly, napf.
jednoduché cukry nebo aminokyseliny. Tyto malé molekuly mohou byt oddéleny od
fulvinovych kyselin na hydrofobni methakrylatové pryskyfici jako je napt. XAD-8. Zatimco
bude dochazet k nasorbovani piitomnych fulvinovych kyselin na pryskyfici, zbylé, vice
hydrofilni molekuly budou prochazet kolonou a nebudou pryskyfici vibec zadrzovany.
K vymyti fulvinovych kyselin je pouzivana ziedéna baze [8].
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vlastnostmi huminovych latek a jejich potencialnim vyuzitim se v posledni dobé nezabyvaji
jen pudni chemici, ale védci z Siroké skaly obort — biologové, 1ékaii, védci zabyvajici se
zivotnim prostfedim. Mimo jiné jsou v souc¢asné dobé mnohem castéji izolovany a zkoumany
huminové latky pochazejici z jiného prostiedi, nez z pudy [10].

Doskocil a spol. [27] ve své praci studovali HK izolované z evropskych lignitt, které se lisily
svym puvodem a lokalitou odbéru vzorki. Piedev§im se jednalo o HK, které byly
extrahovany z jihomoravského lignitu (dl Mir MikulCice u Hodonina), bulharského lignitu
(lokalita Balsha a Maritza East), srbského lignitu (lokalita Tijanje a Kostolac) a polského
hnédého uhli (lokalita Konin). HK byly izolovéany standardnim postupem podle mezinarodni
spoleCnosti pro vyzkum huminovych latek IHSS (International Humic Substances Society).
Pted samotnou izolaci HK byla pfirodni matrice dekalcifikovana pomoci ziedéné kyseliny
chlorovodikové. Tato procedura méla za nasledek vyznamné snizeni anorganickych ptimeési
(popele) v preparatech HK. Obsah popele se ve studovanych HK pohyboval v rozmezi 0,5—
23,5 hm. %. Autorim se podafilo zjistit, ze nejbohat§im zdrojem huminovych kyselin byl
vzorek jithomoravského a polského lignitu. Mimo jiné autofi ve své praci uvadéji, ze obsah
biogennich prvka (C, H, N, S a O) je u vSech HK podobny a odpovida elementarnimu slozeni
HK, které jsou izolovany z kaustobiolitickych pfirodnich matric. Nejvyssi obsah uhliku byl
analyzovan u vzorku HK pochazejici z polského lignitu, zatimco nejnizsi obsah byl zji§tén
uvzorku bulharského lignitu zlokality Balsha, ktery se rovnéz vyznaCoval nejvyS§im
obsahem popela. Autofi uvadéji, ze izolované HK maji velmi podobnou strukturu, ktera byla
v této praci diskutovana na zakladé nameétfenych infraCervenych a fluorescen¢nich EEM
(excita¢né-emisnich) spekter. Toto tvrzeni bylo rovnéz podpoifeno pomoci XPS analyzy.

Gondar a spol. [28] se ve své praci zabyvali fyzikalné-chemickou charakterizaci HL
(HK a FK) izolovanych ze dvou riznych horizontd ombrotrofické raseliny. Jednotlivé frakce
HL byly extrahovany zraSeliny, jejiz naleziSt¢ se nachazi v oblasti Galicie (lokalita
severozapadniho Spanélska). Tyto huminové latky byly izolovany standardnim postupem
podle spolecnosti IHSS, ktery vyuziva k izolaci FK adsorpéni pryskyfici XAD-8. Izolované
HL byly vtéto praci charakterizovany pomoci potenciometrické titrace, elementarni
a termalni analyzy, UV/Vis, FTIR a 13C NMR spektrometrie. Autofi ve své praci uvadéji, ze
nejbohat§im zdrojem HL je svrchni horizont, jehoz mocnost byla 0-60 cm. V tomto
ragelinistnim profilu byla koncentrace HK piiblizné 80 gkg ' tj. 8 hm. %. Naproti FK byly
v této ptirodni matrici pfitomny v minoritnim zastoupeni (0,14 - 0,70 g'kg™' tj. 0,014 - 0,070
hm. %). HK pochazejici zhorizontu 0 - 60cm byly oproti HK znizSich vrstev
charakterizovany vys$Sim obsahem dusiku a kysliku, nizsi stfedni molekulovou hmotnosti
a aromaticitou, ktera byla vypotena ze zméfenych *C NMR spekter. Naproti tomu FK se
vyznacovaly velmi podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které byly ziskany z vyse
uvedenych instrumentalnich technik. To pravdépodobné souvisi s vysokou mobilitou téchto
organickych latek, kdy FK nejsou majoritni soucasti organomineralniho komplexu v této
pfirodni matrici.

Enev a spol. [29] se ve své praci zabyvali studiem stfednédobého vlivu pridavku kompostu na
ptidni HK. K malo-parcelnim pokusim byla vybrana lokalita Praha-Ruzyné, jejichz ptda
odpovidala dle klasifikace FAO Cernozemé luvické resp. iluvialni. Kompost byl na pokusny
pozemek aplikovan ve tfech rGiznych mnozstvich (124, 239 a478 tha') a nasledné byl
zapraven do humozniho horizontu Ap (0—15 cm). Neporusené ptdni vzorky k izolaci HK byly
odebirany v nasledujicich tfech letech od aplikace kompostu. Vzorky HK byly izolovany
modifikovanym postupem podle spolecnosti IHSS. Pro studium HK autofi zvolili pfedevsim
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termalni (elementarni a termogravimetricka analyza) a spektrometrické instrumentalni
techniky (UV/Vis, ATR-FTIR a stacionarni fluorescen¢ni spektrometrii). Obsah popela se
u studovanych HK pohyboval v rozmezi 0,44-3,03 hm. %. Nejvyssi obsah HK byl stanoven
u aplikovaného kompostu, tzn. 18,5 g'kg™'. Autorim se podaiilo zjistit, Ze aplikace kompostu
vedla ke zvySeni obsahu HK v pidnim profilu Ap a to zejména po prvnim roce od aplikace
kompostu. Primérny obsah HK se v ptipadé nejvyssiho piidavku organické hmoty zvysil
07,6 gkg”!. Mimo jiné ve své praci autofi diskutuji, ze b&hem trvani pokusu dochazi
k postupnému sniZzeni obsahu HK z 8,1 na 5,1 gkg'. To je pravdépodobné zptsobeno
prostupem HK do nizsich vrstev ptdniho profilu a tim dochazi k obohaceni téchto vrstev
o tyto biokoloidni latky.

Simsek & Degirmenci [22] se ve své praci zabyvali studiem vlivu atmosférickych a teplotnich
podminek na zvySeni extrakéni ucinnosti HK. Z hlediska vysokého obsahu HK v porovnani
s ostatnimi pfirodnimi matricemi (puda, sedimenty, raSelina, Cistirenské kaly, mrva atd.) si
autofi vybrali jako pfirodni substrat Leonardit. Leonardit byl podroben termalni degradaci pii
teplotach 200, 300 a 400° C a to v atmosféfe kysliku a dusiku (pyrolyzni proces). Z takto
upravenych matric byly izolovany HK a to postupem podle spolecnosti IHSS. Izolované
vzorky byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy, FTIR a UV/Vis spektrometrie
a v neposledni fadé i pomoci XRD. Autofi ve své pracit uvadeji, ze ke zlepSeni extrakcni
ucinnosti doslo u vzorku Leonarditu, ktery byl oSetfen pfi 200° C v inertni atmosfére N,.
V piipad€ vysSich teplot tj. 300 a 400°C byla pfirodni matrice jiz termicky degradovana
anaopak dochazelo ke snizeni extrakéni ucinnosti pro tyto biokoloidni latky. Pomoci FTIR
spektrometrie bylo zji§téno, ze pii vySSich teplotaich dochazi k de-karboxylaci HK
ak postupné degradaci absorp&niho pasu pii 1030 cm™', ktery je zpravidla pfipisovan C—O
vibraci v polysacharidech ¢i sacharidovych jednotkach HL.

Stefanova a kol. [30] se ve své praci zabyvala simulaci starnuti lignitu v obdobi miocénu
pomoci redukéni pyrolyzy. Autorkou ke studiu byly vybrany dva typy bulharského lignitu
(Maritza-East a Stanjanci). Vys§i obsah HK byl stanoven v piipadé¢ lignitu Stanjanci, ktery
odpovida geologickému véku Pliocénu az pozdnimu Miocénu. Obsah HK v této pfirodni
matrici byl 83 hm. %. Tento vzorek HK byl rovnéz charakterizovan vy§§im obsahem kysliku
a dusiku, alkylovanych Ar, furanu, naftalenu, latek obsahujicich dusik a produktt degradace
polysacharida.

Conselvan a spol. [31] se ve své praci zabyvali izolaci huminovych latek z Leonarditu za
ucelem charakterizace jejich biostimulacni aktivity. K izolaci byl pouzit Leonardit pochazejici
z dolu v Jizni Dakot¢ a z tureckych doli. Huminové latky byly extrahovany ptisobenim 0,1 M
KOH a ponechany na magnetické michacce pii rychlosti 130 ot./min po dobu 16 hodin pfi
teplot¢ 50° C. Extrakty byly nasledné centrifugovany pii 7000 rpm po dobu 30 minut,
a podrobeny filtraci pfes Whatmanav filtr ¢. 2 (Whatman, Boston, USA). Huminovy extrakt
byl odsolen za pouziti dialyzy proti destilované vod¢, ktera byla denné ménéna, dokud nebylo
dosazeno neutralniho pH. Nasledné byly extrakty odsoleny pomoci pryskyfice Amberlite IR-
120 (H* forma). 20 ml huminovych extrakti bylo podrobeno lyofilizaci pro IR, CNS
a stanoveni obsahu popela. Izolované huminové kyseliny byly tvotfeny 45 az 50 % uhliku,
1 az2 % dusiku a 1,3 az 5 % siry.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie

pfirodni vzorek Leonarditu;

katex pryskyfice Amberlite 120 IR H* form, vyrobce Sigma Aldrich;
hydrofobni pryskyfice XAD-8, vyrobce Sigma Aldrich,;

ultra-&ista voda PURELAB Flex, vyrobce Purelab®;

chlorid draselny p.a., Lach-Ner s.r.o., Neratovice;

0,1M HCI, 0,1M NaOH — Normanal Lach-Ner s.r.o., Neratovice;
methanol p.a., vyrobce Sigmal Aldrich

3.2. Pouzité pristroje

sklenénd kolona mala pro XAD-8 (1 ~ 250 mm, d ~ 40 mm);
sklenéna kolona velkéa pro Amberlite IR 120 (1 ~ 600 mm, d ~ 50 mm);
membranovy filtr MCE 0,45 um, vyrobce ChemLand;

sklenénd aparatura na ultrafiltraci;

rotaCni odparaka

pH a konduktometr Mettler Toledo;

lyofilizator Vir-Tis;

termogravimetricky analyzator TG Q5000, TA Instruments;
elementarni analyza — Euro Vector EA3000;

Hitachi U3900H — UV/Vis spektrometr;

Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc — FTIR spektrometr

3.3. Postup

Z pevného vzorku Leonarditu bylo nejprve nutné piipravit pomoci alkalické extrakce vyluh
HL, ktery obsahuje HK, FK a snadno hydrolyzujici organické kyseliny. Do PE nadoby bylo
s presnosti na Ctyfi desetinna mista navazeno priblizn€ 5 g Leonarditu. K navazce Leonarditu
bylo pfidano 1000 ml extrak¢niho ¢inidla (0,1 M ® NaOH). Takto pfipravena suspenze byla
ponechana na rotadni tfepacce pies noc srychlosti 10 ot min ‘. Pevny podil byl od
supernatantu odstranén odstfedénim pii 2700 X g po dobu 20 minut. K odstranéni pfipadného
Leonarditu z roztoku HL byl supernatant filtrovan pres papirovy filtr za snizeného tlaku.
Extrakty HL a snadno hydrolyzujicich organickych kyselin byly timto zptisobem pfipraveny
ve tfech opakovanich.

3.3.1. Separace HK

Alkalicky roztok HL byl okyselen pfidavkem koncentrované kyseliny chlorovodikové
o koncentraci ~ 35 % obj. Celkovy ptidavek kyseliny chlorovodikové byl zvolen na zakladé
pH ©, kdy vysledna hodnota pH byla < 2. Ke koagulaci HK dochazelo ptes noc tj. ~ po dobu
18 hod, kdy dochazelo k uplnému zabaleni makromolekularniho klubka HK. Po uplynuti této
doby byly HK z roztoku odstranény centrifugaci pii 2700 x g po dobu 30 minut. Roztok nad
vysrazenymi HK byl uchovan pro naslednou izolaci FK(1). Vysrazené HK byly znovu
rozpustény pridavkem 100 ml 0,1 M roztoku hydroxidu draselného. Poté bylo k roztoku
pfidano 2,2 g chloridu draselného. Takto vznikly roztok HK byl odstfedén pii 2700 x g po
dobu 30 minut. Z hlediska purifikacnich procedur je tento krok velmi dulezity, kdy dochazi
k uvolnéni nerozpustnych frakci zejména HU z makromolekuldrniho klubka HK. Po
odstranéni nerozpustné frakce byl roztok HK okyselen pfidavkem kyseliny chlorovodikové na
hodnotu pH < 2. Jako v predeslém ptipadé ke koagulaci HK dochazelo pies noc tj. ~ po dobu
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18 hod. Po uplynuti této doby byly HK z roztoku odstranény centrifugaci pii 2700 x g po
dobu 30 minut. Roztok nad vysrazenymi HK byl uchovan pro naslednou izolaci FK(2).
K vysrazené HK bylo pfidano 500 ml smési roztoku 0,1 M HCl a 0,3 M HF. Tato suspenze
byla ponechana na tfepacce po dobu 7 dnt. Timto purifikatnim krokem jsou z vysrazenych
HK odstranény predev§im sorbované kiemicCitany pripadné€ nékteré slouceniny ionti kovi
(kaulinit a montmorillonit). Po uplynuti této doby byly HK oddéleny od supernatantu
centrifugaci pfi 2700 x g po dobu 30 minut. Poté byly HK pfevedeny do dialyzacni
membrany o velikosti pord 1000 Da. Dialyza probihala po dobu péti dni proti ultracité vodé.
Nasledné byly HK vymrazeny na rotacni odparce v lyofilizacnich baiikach a lyofilizovany na
laboratornim lyofilizatoru do uplného vysuseni.

3.3.2. Separace FK

Vzhledem k rozpustnosti fulvokyselin v alkalickych i kyselych roztocich a také tomu, ze
roztoky pro izolaci FK obsahovaly i jinou nezddouci rozpustnou organickou hmotu tj. snadno
hydrolyzujici organické kyseliny, bylo nutné vyuzit k jejich separaci selektivni adsorpci na
hydrofobni pryskyfici DAX.

Priprava pryskyrice DAX

Pozadované mnozstvi pryskyfice, které je dano rozmeéry sklenéné kolony, bylo pievedeno do
kadinky a zalito takovym mnozstvim methanolu, aby jeho hladina nad vrstvou pryskyfice byla
alesponl 2 cm vysoka. Suspenze pryskyfice byla ponechana na magnetické michacce pii
350 ot/min po dobu 15 min. Metanol byl slit. Pryskyfice byla promyta destilovanou vodou.
Voda sahala cca 2 cm nad pryskyfici, aby nedoslo k vysychani pryskyfice.

Adsorpce FK na pryskyfici DAX

Pred samotnou separaci FK na chromatografické kolon€¢ byl ziskany roztok fulvokyselin
podroben ultrafiltraci na filtru o velikosti 0,45 nm, aby doSlo k odstranéni piipadnych
nezadoucich tuhych castic, pfipadné zbytkiim vysrazenych huminovych kyselin z roztoku.
Prefiltrovany roztok s obsahem FK byl opakované prolévan kolonou. Po nadavkovani
veskerého obsahu fulvokyselin byla chromatograficka kolona promyvana vodou, dokud
hodnota absorbance vody na vystupu z kolony nedosahla pii vinové délce 350 nm hodnoty
A < 0,015. Timto zpisobem byla z kolony eluovana rozpusténa organicka hmota (DOM),
jejiz majoritni Cast je tvorena snadno hydrolyzujicimi organickymi kyselinami. Desorpce
fulvinovych kyselin z pryskyfice byla provedena pomoci roztoku 0,1M NaOH, dokud hodnota
absorbance desorpcniho roztoku na vystupu z kolony nedosahla pfi vlnové délce 350 nm
hodnoty A <0,03.

Regenerace pryskyrice DAX

Po nadavkovani a vymyti kazdého vzorku FK bylo nutné pryskyfici pfipravit na nové pouziti.
Toho bylo docileno pomoci promyvani pryskyfice 0,1 M HCl. Promyvani probihalo tak
dlouho, dokud hodnota pH roztoku vytékajiciho z kolony nebyla shodna s pH roztoku na
vstupu do kolony.

Nasledné byla kolona promyvana vodou, a to opét tak dlouho, dokud hodnota pH vody na
vystupu do kolony nebyla stejna jako na vstupu z kolony.

Priprava katexu Amberlite IR 120

Pozadované mnozstvi pryskyfice, které je dano rozméry sklenéné kolony, bylo pfevedeno do
kadinky a zalito takovym mnozstvim methanolu, aby jeho hladina nad vrstvou pryskyfice byla
alesponl 2 cm vysoka. Suspenze pryskyfice byla ponechana na magnetické michacce pfi
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350 ot/min po dobu 15 min. Metanol byl slit. Pryskyfice byla promyta destilovanou vodou.
Voda sahala cca 2 cm nad pryskyfici, aby nedoslo k vysychani pryskyfice.

Zpétna protonace FK na pryskyiici Amberlite

Protoze promyvanim z pryskyfice DAX byly ziskany FK ve formé& sodnych soli, bylo nutné
kyseliny zpét naprotonovat. Z alkalického roztoku fulvokyselin byly kationty Na* odstranény
pomoci katexu Amberlite IR 120 vyménou za H' ionty.

Roztok fulvinovych kyselin byl opakované prolévan kolonou, dokud hodnota elektrické
vodivosti vytékajiciho roztoku neklesla pod 120 puS/cm. Nasledné byla kolona promyvana
vodou, dokud hodnota absorbance vody na vystupu z kolony nedosahla pii vinové délce 350
nm hodnoty A <0,015.

Regenerace pryskyiice Amberlite

Obdobn¢ jako u pryskyfice DAX bylo nutné pryskyfici zregenerovat, aby byla znovu
pouzitelna. Ke zpétné protonaci pryskyfice a vymyti nachytanych Na® iontd byla vyuZita
0,1 M HCl.

Kolona byla promyta celkovym objemem 1000 ml 0,1 M HCI. Nasledné byla promyvana
takovym mnozstvim destilované vody, aby se hodnota pH vody wvytékajici z kolony
pohybovala kolem hodnoty 7. Poté byla kolona ptipravena pro dalsi pouziti.

Pokud se bezprostiedné po regeneraci nepokracovalo vizolaci FK, bylo nutné kolonu
konzervovat. Protoze pryskyfice nesméla vyschnout, bylo do kolony dolito takové mnozstvi
destilované vody, aby jeji hladina neklesla pod vrstvu pryskyfice. Vstup do kolony pak byl
zakryt parafilmem.

Zakoncentrovani Ziskanych fulvinovych kyselin

Ziskané roztoky byly zakoncentrovany pomoci rotani vakuové odparky. Pomoci lyofilizatoru
Vir-Tis byla odstranéna vlhkost a byly ziskany pevné vzorky fulvinovych kyselin ve formée
svétle hnédého prasku.

3.4. Zakladni fyzikalné-chemicka charakterizace

Aby bylo mozné blize charakterizovat vlastnosti a strukturu HK a FK, byly ziskané vytézky
huminovych 1 fulvinovych kyselin podrobeny elementarni analyze (EA), termogravimetrické
analyze (TGA), molekulové absorpcni spektrometrii v ultrafialové a viditelné oblasti zareni
(UV/Vis) a infracervené spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR).

3.4.1. Elementarni analyza

Elementarni slozeni vzorkti HL izolovanych z Leonarditu bylo zji§téno pomoci elementarniho
analyzatoru EA3000. Kalibrace elementarniho analyzatoru byla provedena pomoci standardni
latky 4-amino-benzen-sulfonamidu. Navazené vzorky HL byly spaleny v kyslikové atmosfére
pii pracovni teploté reaktoru 980°C. Elementarni slozeni izolovanych HL bylo zjisténo
pomoci vyhodnocovaciho programu Callidus, verze 5.1. Ziskané elementarni slozeni HL bylo
prepocteno na atomova procenta (at. %).

3.4.2. TGA a stanoveni obsahu HK a FK ve vzorku

Vsechny vzorky HL a pfirodni matrice (Leonarditu) pouzité v této bakalarské praci byly
termogravimetricky analyzovany na analyzatoru TGA Q5000, TA Instruments. Vzorky HL
a Leonarditu o navazce ~ 7-20 mg byly spaleny z laboratorni teploty na konecnou teplotu
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900°C v atmosféfe vzduchu s pritokem 50 mlmin~' a s rychlosti ohfevu pece 10°C-min .

Ziskana data byla nasledné pouzita ke stanoveni obsahu nespalitelného podilu (tj. popela)
a celkové vlhkosti.

3.4.3. UV-VIS spektrometrie

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického
zateni (UV/Vis) byla v této bakalarské praci vybrana k fyzikalné-chemické charakterizaci
izolovanych HL. Na zaklad¢ provedené literarni resSerSe byly za timto ucelem vybrany
nasledujici absorpeni koeficienty: E4/Es, Eo/E4 a Egt/Eg,, které jsou zpravidla definovany jako
pomeéry absorbanci pii vhodné zvolenych vinovych délkach. Za ucelem fyzikalné-chemické
charakterizace izolovanych HL pomoci absorp¢niho koeficientu E4/Es tzv. humifikacni index
a E,/E4 byly pfipraveny roztoky HL o koncentraci 10 a 50 mg:dm™ ve standardnim
fosfatovém pufru o hodnoté pH 7,05 (smés Na,HPO42H,O a NaH,PO42H,0 v poméru
0,61:0,39). Za ucelem studia HL pomoci absorpéniho koeficientu Egy/Eg, byly pfipraveny
soly t&chto biokoloidnich latek o koncentraci 10 mg-dm ™ ve standardnim fosfatovém pufru
pii hodnoté pH 7,10.

Takto pfipravené roztoky HL byly zméfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H
v rozmezi vinovych délek 200-900 nm v kiemenné kyvets SUPRASIL" s optickou drahou
I cm.

3.4.4. 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, namysli reaktivni funkéni skupiny ¢i zakladni
stavebni jednotky HL). ATR-FTIR spektra vzorkd HL byla naméfena na FTIR spektrometru
Nicolet iS50. VSechna infraCervena spektra HL byla zméfena v rozmezi vinoctd 4000—
400 cm™' s rozliSenim 4 cm ™' a s celkovym poétem akumulovanych skend 128. Dale je nutné
podotknout, ze pro méteni FTIR spekter byl pouzit Ge-krystal, ktery je pfedev§im vhodny pro
siln¢ absorbujici vzorky.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Vypocteny obsah HL (pfepocteny na susinu), které byly izolovany z Leonarditu standardnim
postupem podle mezindrodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS), jsou
uvedeny v Tabulce 1. Vysledky ukazuji, ze vzorek Leonarditu obsahuje 56 hm. % veskerych
huminovych latek, které jsou dany jako suma izolovanych HK a FK. Tento vysledek je
v dobré shodé se zavéry, které byly publikovany ostatnimi autory, ktefi se ve svych pracich
vénovali stanoveni obsahu HL v kaustobiolitickych matricich. V obecném pohledu mizeme
konstatovat, ze organicka hmota Leonarditu je majoritné tvorena HK. Naproti tomu FK byly
pfitomny v této pfirodni matrici v minoritnim mnozstvi, které se pohybovalo pfiblizné kolem
2 hm. %. Zjistény obsah FK je cennym vysledkem, ato z toho divodu, ze doposud nebyl
védeckou spolecnosti, kterd se zabyva studiem HL, publikovan obsah FK v této piirodni
matrici.

Tabulka 1 - Obsah huminovych latek ve studovaném vzorku Leonarditu

vzorek
) HK (hm. %) FK (hm. %) HL (hm. %)
Leonardit

1 51,77 2,24 54,01
2 55,05 1,20 56,24
3 55,84 1,71 57,55
Prumér 54,22 1,72 55,93
Smeérodatna odchylka 1,76 0,43 1,46

Veskeré HL a HK THSS (referencni vzorek) pouzité v této bakalarské praci byly podrobeny
zakladni fyzikalné-chemické charakterizaci pomoci elementarni a termogravimetrické
analyzy. Vysledky elementarniho slozeni termogravimetrické analyzy ur€ujici obsah
nespalitelného podilu tj. popel a sorbované vlhkosti jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 - Elementdrni slozeni HL v at. %, atomové poméry H/C a O/C, obsah popela
a celkové vihkosti

Elementarni sloZeni v at. % popel  vlhkost

Vzorek C T N ) S H/C O/C (hm. %) (hm. %)
Leonardit HK 45,98 3599 0,56 17,47 0,00 0,78 0,38 0,83 4,81
Leonardit FK 33,60 49,56 0,62 16,22 0,00 1,47 048 6,12 4,73

IHSS HK 48,08 3322 0,79 17,69 021 0,69 0,37 2,58 7,20

Elementarni slozeni izolovanych HL a standardu HK IHSS (Leonardit, ¢.§. 1S104H) je
v Tabulka 2 uvedeno v atomovych procentech (at. %). Pii pouziti hmotnostnich procent
(hm. %) by totiz dochazelo k silnému podhodnoceni obsahu vodiku. Vysledky elementarni
analyzy ukazuji, ze ziskané HL jsou tvofeny pievazné uhlikem, vodikem, kyslikem
a v minoritnim zastoupeni také dusikem. Sira byla stanovena pouze ve vzorku standardu HK.
Je to zpusobeno tim, Zze v této bakalaiské praci byla pro elementarni analyzu pouzita GC
kolona, ktera umoziuje stanoveni obsahu siry pfi hmotnostni koncentraci vys§i nez
0,5 hm. %. Z namérenych vysledka je ziejmé, ze HK jsou v porovnani s FK tvoreny vys§im
obsahem uhliku. Mimo jiné si v Tabulce 2 mlizeme povsimnout, ze z hlediska obsahu uhliku
je diference mezi izolovanou HK a jejim standardem velmi mala. Jisty rozdil v obsahu
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organického uhliku, vodiku a dusiku je pravdépodobné zpisoben odlisnou lokalitou odebrani
vzorku (vzorek Leonarditu — Turecko a standard IHSS Dakota, USA) resp.
geomorfologickymi odli§nostmi nalezisté. Obsah kysliku byl u studovanych HK prakticky
totozny. Nejvyssi obsah dusiku byl identifikovan u vzorku standardu HK. Mnoho autorti dava
ve spojitost obsah dusiku v HL s mikrobialni ¢innosti béhem humifikacniho procesu. Naproti
tomu byla izolovana FK charakterizovana niz§im obsahem uhliku a kysliku a v neposledni
fad€ i vys$§im obsahem vodiku. Jak je patrné z vysledkd uvedenych v Tabulce 2, vlhkost HL.
se pohybovala v rozmezi 5-7 hm. %, kdy nejvy$si obsah sorbované vlhkosti byl stanoven
uvzorku standardu HK. Vlhkost je zvelké cCasti sorbovana prostiednictvim kyselych
funkénich skupin, kam z pravidla fadime —COOH a —OH fenolické skupiny. Z porovnani
stanoven v uzkém rozmezi 1,0-2,5hm. %. Nejnizsi obsah popela byl stanoven u HK
izolované z Leonarditu metodou IHSS. Obecné je obsah popela (anorganickych piimési)
v pfimé souvislosti s pouzitymi purifikaénimi kroky. Tento zavér je velmi dobfe vidét
v ptipadé izolované FK, ktera nebyla piecisténa pomoci smési roztokit HCl a HF. Mimo jiné
na tomto misté muzeme konstatovat, ze pouzita metoda izolace HL vedla k ziskani velmi
Cistych preparati z hlediska obsahu anorganickych pifimési jako je vapnik, hoicik, kiemik
a hlinik, o ¢emz svédci zjistény obsah popela ve studovanych HL.

Ze ziskanych hodnot elementarniho slozeni jednotlivych vzork byly vypoCteny atomoveé
poméry H/C a O/C, které slouzi k interpretaci fyzikalné-chemickych vlastnosti HL, jako je
stupei aromaticity ¢i mira hydrogenace, oxidace a dekarboxylace. Vypoctené atomové
poméry H/C a O/C jsou sumarizovany v Tabulka 2. V Sir§Sim pohledu na prezentované
vysledky muzeme fici, ze HK se v porovnani s FK vykazovaly niz§imi hodnotami atomového
poméru H/C, ktery je indikatorem miry dehydrogenace a aromaticity HL. Jinymi slovy,
studované HK jsou charakterizovany vys§i mirou aromaticity a dehydrogenace v porovnani
s FK. Naproti tomu vysoka hodnota atomového poméru O/C v pfipadé FK svédc¢i o vysSim
obsahu kyselych funk¢nich skupin, kam fadime karboxylové a —OH fenolické funkéni
skupiny. V pripadé studovanych HK byl tento atomovy pomér prakticky totozny. Velmi
vysoka hodnota atomového poméru H/C v ptipadé FK znaci, ze tato biokoloidni sloucenina je
tvorena niz§im obsahem aromatickych struktur a vy$sim obsahem alifatickych stavebnich
jednotek. Tyto vysledky jsou v dobré shodé se zavéry UV/Vis a FTIR spektrometrie.

Z naméfenych UV/Vis spekter izolovanych vzorkti byly vypocteny absorpéni koeficienty,
které jsou uvedeny v Tabulce 3. Naméfena UV/Vis spektra HL vykazovaly
kvaziexponencialni prabéh, ktery je charakteristicky pro tyto biokoloidni molekuly.
Absorpce HL zejména HK probiha v oblasti vinovych délek 200-800 nm. Z UV/Vis spekter
HL je ziejmé, ze k silné absorpci dochazi zvlasté v UV oblasti, naproti tomu HK jsou
charakterizovany pomémeé zietelnou absorpci v oblasti vys§ich vlnovych délek. Vyssi
absorbance ve VIS oblasti spektra je ukazatelem vysSiho obsahu aromatickych struktur
a alifatickych strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb [32].

Tabulka 3 — Ziskané hodnoty absorpcnich koeficientii

Absorpéni koeficienty
Vzorek
E4/E¢ Eo/E4 Eg1/Epz
HK 6,55 5,30 0,82
FK - 68,21 0,92
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Z vypocteného absorpEniho koeficientu Egr/Ep, je ziejmé, ze izolovana FK je vice
substituovana polarnimi funkénimi skupinami, nez je tomu u HK. Tento absorp¢ni koeficient
je vyrazné citlivy k pritomnosti polarnich funkénich skupin na aromatech [33] [34]. V pfipadé
FK se jedna pfedev§im o —OH fenolické funkcni skupiny, které byly identifikovany v FTIR
spektru. Dale byly z naméfenych UV/Vis spekter vypocteny absorpéni koeficienty Eo/E4
a E4/Eg, ktery je znam pod oznaCenim humifikacni index. Tyto absorpni koeficienty jsou
dobrymi ukazateli odhadu stfedni molekulové hmotnosti, stupné aromaticity a kondenzace
aromatického jadra. Z vypoctenych koeficientt je ziejmé, ze studované HL vykazuji obvyklé
hodnoty absorpcnich koeficientd pro HL izolované z kaustobiolitickych pfirodnich matric.
Pomér E4/E¢ byl stanoven pouze pro vzorek HK, protoze vzorek FK v této oblasti zafeni
nevykazoval Zadnou absorpci (viz. Pfiloha 7). Zuvedenych vysledka je ziejmé, ze HK
v porovnani s FK je charakterizovana vys§i stfedni molekulovou hmotnosti a stupném
aromaticity. Vysokd hodnota absorpcniho koeficientu E,/E4, ktery je ekvivalentem
humifikaéniho indexu, v pfipadé¢ izolované FK svéd¢i otom, Zze tento vzorek je
charakterizovan nizsi stfedni molekulovou hmotnosti a stupném aromaticity. Jinymi slovy,
tato FK je tvofena jednodu$§imi aromatickymi organickymi kyselinami, které jsou
substituovany kyselymi, ale 1 alifatickymi funkénimi skupinami jako jsou aryl estery a ethery.
Avsak tyto skupiny nebyly v FTIR spektrech identifikovany, a to z davodu Sirokého
absorpéniho pasu pii 1203 cm ™, ktery odpovida specifické absorpci —OH fenolickych skupin.
Tento problém by se dal fesit pomoci de-konvoluce tohoto Sirokého absorpéniho pasu.

Na Obrazku 4 jsou uvedena ATR-FTIR spektra HL izolovanych z Leonarditu a vzorku
standardu HK pochazejici od spolecnosti pro vyzkum huminovych latek THSS. Absorpéni
pasy byly popsany a interpretovany na zakladé odborné literatury [8] [35] [36] [37] [38].
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Obrazek 4 — FTIR spektrum izolovanych HK srovnané s IHSS standardem a FTIR spektrum
izolovanych FK

Ve vSech infraCervenych spektrech byl identifikovan Siroky absorp¢ni pas v oblasti vino¢tu
37003100 cm ™', ktery odpovidd valenni symetrické vibraci O-H vazeb v rozliénych
funkénich skupinach, kam zpravidla fadime karboxylové, —OH fenolické, alkoholové
a v neposledni fadé 1 amidové funkéni skupiny. Tento absorpcni pas je rovnéz indikatorem
sorbované vlhkosti v HL. U vSech studovanych vzorkt byl identifikovan dublet absorp¢nich
past pii 2938 cm™' a 2860 cm ™', ktery odpovida valenéni asymetrické a symetrické vibraci C—
H vazeb v methylenovych skupindch. Pouze u vzorku FK byl tento absorpcni pas potvrzen
méné vyraznym raménkem pii 1453 cm', ktery je zpravidla pfipisovan deformaénim
vibracim C—H vazeb v —CH3 a —CH,— skupin. Rovnéz byl u tohoto vzorku identifikovan méné
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vyrazny absorp&ni pas pii 2968 cm ', ktery odpovida asymetrické valen&ni vibraci C—H vazeb
v methylovych skupinach. Tento zavér je rovnéz v dobré shodé€ svysledky atomového
poméru H/C, ktery je v pripadé FK 2x vyssi a svédCi tedy o vysSim obsahu alifatickych
struktur v tomto vzorku. V pfipadé HK byl v jejich FTIR spektrech lokalizovan intenzivni
a ostry absorpéni pas pii 1610 cm™ ', ktery odpovida symetrické valen&ni vibraci C=C vazeb
v aromatickych strukturach HK. Tento absorpéni pas byl v ptipadé standardu IHSS vyssi, nez
u izolované HK. Tato hypotéza byla rovnéz podporena méné intenzivnim absorpnim pasem
a raménkem pii 3086 cm ', ktery je zpravidla piisuzovan valenéni symetrické vibraci C—H
vazeb v aromatech. V ptipadé FK byly tyto absorpcni pasy piitomny v ATR spektrech spise
jako méné vyrazné raménka a to predevsim diky silné absorpci karboxylovych funkénich
skupin, které tyto absorpéni pasy prekryvaly. Ve vSech infradervenych spektrech byl
lokalizovan ostry a velmi intenzivni absorp&ni pas pfi 1720-1700 cm ', ktery odpovida
symetrické valencni vibraci C=0 vazeb v karboxylovych funkénich skupinach. V pfipadé FK
byl tento absorpéni pas posunut k niz§im vlnoCtim, a proto se muzeme domnivat, ze
studovana FK obsahuje nejen aromatické karboxylové kyseliny, ale 1 urCitou ¢ast alifatickych
a jednoduchych organickych kyselin. Ve FTIR spektrech HK si nelze nepovSimnout
absorpéniho pasu pii 1420 cm™', ktery odpovida rovinné deformalni vibraci C—O—-H vazeb
v karboxylovych kyselinach. O pfitomnosti karboxylovych funk¢nich skupin rovnéz vypovida
i absorpéni pas, ktery byl lokalizovan pii 1245 cm™' a odpovida valen&ni symetrické vibraci
C-0 vazeb v —COOH skupinach. U tohoto pasu nelze rovnéz vyloucit i piispévek valencnich
vibraci aromatickych esterd. V piipadé FK byl v jejim ATR-FTIR spektru lokalizovan Siroky
a intenzivni absorp&ni pas pii 1203 cm ™', ktery je zpravidla pripisovan valen&ni symetrické
vibraci C-O vazeb v —OH fenolickych skupinach. Tento zavér je rovnéz podpoten 1 vy§sim
atomovym pomérem O/C v porovnani s HK. U vSech studovanych HL byl lokalizovan méné
intenzivni absorp&ni pas pfi 1040 cm ™', ktery je podle mnohych autord pfipisovan valenéni
symetrické vibraci C—O vazeb v primarnich alkoholech, polysacharidech a v neposledni fadé
i vibracim Si—O v silikatech. Na tomto misté je nutné podotknout, ze tento absorpcni pas spise
odpovida specifické absorpci silikatd, jehoz intenzita je uméma obsahu popela v HL.
Z infraCervenych spekter HK je zifejmé, ze pouzitd metoda izolace HK byla z hlediska
kvalitativnich vlastnosti téchto biokoloidnich latek Gspesna, a to z diivodi, ze v ATR spektru
izolované HK nebyly lokalizovany jiné absorpcni pasy, které by odpovidaly odliSnym
konstitu¢nim jednotkam ¢i piipadnym sorbovanym kontaminantim jako jsou jednoduché
snadno hydrolyzujici organické kyseliny.
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S. ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo izolovat huminové a fulvinové kyseliny z pfirodniho vzorku
Leonarditu, stanovit v prislusném vzorku Leonarditu jejich obsah a ziskané huminové latky
podrobit fyzikalné-chemické charakterizaci. S ohledem na uplnost této prace byl studovan
i standard HK, ktery je bézn€¢ komercné dostupny od mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum
huminovych latek IHSS.

Bylo zji§téno, ze pfirodni vzorek Leonarditu obsahoval v pfepoftu na suSinu celkové
mnozstvi 56 hm. % HL, z toho byla majoritni ¢ast tvofena HK (54 hm. %), zatimco FK byly
zastoupeny pouze v minoritnim mnozstvi (2 hm. %). Izolované HL vykazovaly nizky obsah
popela a tim padem i vysokou Cistotu, v pfipadé¢ izolovanych HK se jednalo o 1 hm. %, oproti
tomu obsah popela ve vzorku FK dosahoval témét 6 hm. %. Vyssi obsah popela ve vzorku FK
byl pravdépodobné zpisoben vynechanim purifikace izolovanych FK pomoci smési HCI
a HF. Cistota izolovanych HL byla mimo jiné potvrzena i pii vyhodnoceni naméfenych FTIR
spekter, kdy ani u jednoho ze vzorki nebyly lokalizovany absorpéni pasy odpovidajici
odlisSnym a nezadoucim konstitu¢nim jednotkam nebo pfipadnym kontaminantim. Naopak
byly lokalizovany takové absorpcni pasy, které odpovidaji typickym funkénim skupindm
vyskytujicim se ve struktufe HL. V FTIR spektrech HK i FK byl lokalizovan velmi intenzivni
absorpéni pas pii 1720-1700 cm™', odpovidajici symetrické valenéni vibraci C=0 vazeb
v karboxylovych funkénich skupinach. Pritomnost karboxylovych funkénich skupin ve
struktufe HL byla potvrzena i absorpénim pasem lokalizovanym pii vino&tu 1245 cm™'. Ten
odpovida pravé valencni symetrické vibraci C—O vazeb v -COOH skupinach. Kyselejsi
charakter FK oproti HK byl potvrzen ptfitomnosti Sirokého a intenzivniho pasu lokalizovaného
v FTIR spektru FK pii 1203 cm™, ktery odpovida valenéni symetrické vibraci C—O vazeb v —
OH fenolickych skupinach. Cenné informace byly ziskany také diky vysledkim elementarni
analyzy a vypoctenym atomovym pomérum. VySe zminovany kyselejsi charakter typicky pro
FK byl potvrzen ivys$§im atomovym pomérem O/C v porovnani s HK. Dalsi dilezité
parametry pro studium HL, které byly v této praci diskutovany, predstavuji v neposledni fadé
i absorpéni koeficienty, jez vypovidaji o molekulové hmotnosti, stupni humifikace, obsahu
polarnich funk¢nich skupin substituovanych na aromatech, ptivodu aj.

Klicovym pfinosem této bakalarské prace je zjistény obsah FK v pfirodnim vzorku
Leonarditu véetné veskeré provedené fyzikalné-chemické charakterizace téchto latek, nebot
doposud nebyl védeckou spolecnosti, ktera se zabyva studiem HL, stanoven a publikovan
obsah FK v této pfirodni matrici.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam pouzitych zkratek

ATR
DLS
DOM
EA

FK
FTIR
HK

HL

HU
IHSS
MS
SEC-MALLS
TGA
UV/Vis

attenuated total reflection

dynamic light scattering

dissolved organic matter

elementarni analyza

fulvinova kyselina

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
huminova kyselina

huminova latka

humin

mezinarodni spole¢nost pro vyzkum huminovych latek
hmotnostni spektrometrie

Size Exclusion Chromatography — Multi-Angle Laser Light Scattering
termogravimetrické analyza

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zateni
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Seznam pouzitych symbolu

Atom. % elementarni slozeni v atomovych procentech

Ex/E4 pomér absorbanci pii vinovych délkach 265 a 465 nm
E4/Es pomér absorbanci pii vinovych délkach 465 a 665 nm
Eg1/Eg; pomeér absorbanci pii vinovych délkach 253 a 220 nm
Hm. % elementarni slozeni v hmotnostnich procentech
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PRILOHY

Priloha 1- Vzorek HK na rotacni vakuové odparce; filtrace roztoku FK pred zahdjenim
davkovani na kolonu

Priloha 2 - Sorpce K na pryskyrici DAX-8; zpétna protonace roztoku FK pomoci pryskyrice
Amberlite
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Priloha 3- Lyofilizace jednotlivych vzorkit FK
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Priloha 4 - Termogravimetrickd kiivka pro vzorek Leonarditu
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Derivace ubytku hmotnosti (%)
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Priloha 5 - Termogravimetrickd kiivka pro vzorek HK a FK
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Priloha 6 - UV-VIS spektrum HK a FK, ¢ = 10mg/l
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absorbance (a.u.)
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Priloha 7 - UV-VIS spektrum HK a FK, ¢ = 50mg/l
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absorbance (a.u.)



