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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této diplomové price byla optimalizace frakcionace huminovych latek (HL)
pomoci metody chromatografie na tenké wvrstvé TLC, aby mohla byt wvyuzitelna
k fyzikalné-chemické charakterizaci ziskanych jednotlivych organickych frakci. Z divodu
vysokého obsahu HL v pfirodni matrici oxyhumolit bylo toto oxidované hnédé uhli zvoleno
jako zdroj téchto biokoloidnich sloucenin, které byly izolovany na zakladé mezindrodniho
postupu IHSS. Vzorek nativniho oxyhumolitu a oxyhumolit po extrakci byl charakterizovin
termickymi technikami jako je termogravimetrickd (TGA) a elementdrni analyza (EA). Vyse
zminéné vzorky oxyhumolitu byly dale analyzovany pomoci infracervené spektrometrie
s Fourierovou transformaci, a to zejména z divodu hlubsiho pochopeni jejich struktury
ve smyslu organické matrice obsahujici HL. Charakteristika izolovanych HL byla provedena
ndsledujicimi termochemickymi a spektrometrickymi technikami, elementarni analyzou,
termogravimetrii, molekulovou absorpéni spektrometrii v ultrafialové a viditelné oblasti
elektromagnetického  zafeni (UV/Vis), infraCervenou spektrometrii s Fourierovou
transformaci a fluorescencni spektrometrii v ustdleném stavu. K fyzikalné-chemické
charakterizaci jednotlivych organickych frakci byla vyuzita metoda molekulové absorpéni
spektrometrie (UV/Vis) a steady-state fluorescen¢ni spektrometrie.

KLIiCOVA SLOVA

Oxyhumolit, huminové latky, frakcionace, tenkovrstvd chromatografie (TLC), fluorofory

ABSTRACT

The main goal of this thesis was to optimize the fractionation of humic substances (HS)
using the method of Thin-layer chromatography, so that it can be used for physico-chemical
characterization of the obtained individual organic fractions. Due to the high content of HS in
the natural oxyhumolite matrix this oxidized brown coal was selected as a source of these
biocolloid compounds which were isolated according to the international IHSS procedure.
The sample of native oxyhumolite and oxyhumolite after extraction was characterized by
thermal techniques such as thermogravimetric (TGA) and elemental analysis (EA). The
above-mentioned oxyhumolite samples were further analyzed by Fourier transform infrared
spectroscopy, mainly for deeper understanding of their structure in terms of an organic matrix
containing HS. Characterization of isolated HSs was performed by the following
thermochemical and spectrometric techniques, elemental analysis, thermogravimetry,
ultraviolet and visible electromagnetic absorption (UV/Vis) molecular spectroscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy and steady-state fluorescence spectroscopy. Molecular
absorption spectroscopy (UV/Vis) and steady-state fluorescence spectroscopy were used for
physicochemical characterization of individual organic fractions.

KEY WORDS

Oxyhumolite, humic substances, fractionation, thin-layer chromatography (TLC),
fluorophores
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UVOD

Huminové latky (HL) jsou slouCeniny piirozené se vyskytujici v pidni organické hmoté
(SOM) vznikajici slozitymi chemickymi a biochemickymi reakcemi v procesu zvaném
humifikace. HL jsou po tomto procesu rezistentni vuci dalsi biodegradaci. Ve védeckych
pracich se lze docist, ze tyto biokoloidni latky jsou nejrozsirené€j§imi organickymi latkami
nachdzejicimi se na Zemi. V pfirodé se HL vyskytuji v riznych formach, nachazeji se volné
ve sladkovodnich a mofiskych vodach nebo v pidé od stopovych mnozstvi (jil, pisek), pres
jednotky procent (bézna puda) az v desitkach procent u hnédého uhli, lignitu a raseliny.
Nejvyssi vyskyt HL je v oxyhumolitech (az do 90 hm. %).

Oxyhumolit (oxidované mladé hnédé¢ uhli) je druh zrnitého uhli tmaveé hnédé az hnédosedé
barvy. Vyskytuje se v loziskach hnédého uhli, se kterym ma podobné fyzikalné-chemické
vlastnosti. Jednd se o smés vysokomolekularnich latek, které obsahuji karboxylové,
hydroxylové ¢i amidové funkeni skupiny.

Huminové latky jsou chemicky komplexni slouceniny bez jasné definované chemické
struktury. Ackoliv struktura HL nebyla doposud objasnéna, je zndmo, ze huminové latky
obsahuji karboxylové, karbonylové, hydroxylové, esterové, atd. funkéni skupiny, které mezi
sebou vzajemné interaguji za vzniku agregatovych koloidd supramolekulové povahy. HL se
tedy sklddaji z fady molekul s relativné nizkou molekulovou hmotnosti a jsou k sobé vazany
pomoci slabych vazebnych interakci, jako jsou van der Waalsovy sily, n-n interakce nebo
vodikové mustky. Jednotlivé frakce HL, huminové kyseliny (HK), fulvinové kyseliny (FK)
a humin (HU), se vyskytuji v riznych formach. Huminové kyseliny jsou dulezitou soucasti
v pudnim ekosystému, napomahaji transportu zivin z pudy do rostlin, pomahaji zadrzovat
vodu v pfirod€ i zrychlovat rist rostlin. Diilezitou roli ale hraji nejen v Zivotnim prostiedi, ale
i v medicinské oblasti ¢i pramyslu [1, 2].

Protoze aplikacni potencial téchto biokoloidnich latek je velky, znalost jejich struktury
a fyzikalné-chemickych vlastnosti je nezbytnd. Cilem této prace bylo izolovat HL
z oxyhumolitu pomoci standardni metody navrzené Mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum
huminovych latek (IHSS). Poté bylo nutné navrhnout a optimalizovat metodu frakcionace
téchto biokoloidnich latek. Proto byla v této diplomové praci vybrdna metoda chromatografie
na tenké vrstvé (TLC), kterd by mohla pomoci objasnit a ziskat informace o strukture téchto
organickych latek.



1 TEORETICKE ZAKLADY
1.1 Vznik uhli

Uhli je hoflavy sediment organického puvodu ze skupiny kaustobiolitd uhelné tady
(humoliti). Vzniklo akumulaci rostlinnych zbytk(i nachazejicich se v oblastech mirného
pasma v fekach, jezerech, motskych zalivech a lagunach. Dochézelo k postupnému vytvareni
bazin, které byly v urCitych geologickych obdobich pokryté dalsi vegetaci. K tvorbé
organickych sedimenta pfispivaly i odumfielé zbytky zivocichu ¢i plankton. Vznik uhli byl
podminén chemickou a fyzikalni pfeménou organickych zbytkl v tzv. stadiu diageneze
za ucCasti biodegradacnich procest a za dlouhodobého ucinku teploty a tlaku. Maximum
geologickych zasob uhli bylo vytvoreno zejména v tretihorach, kdy atmosférické a geologické
podminky byly nejpfiznivéj§i. Vyskyt Cerného a hnédého uhli nelze odlisit casove, 1 kdyz
obecné plati, ze od geologického obdobi kiidy je naprosta vétSina uhli hnéda. Proces vzniku
kaustobiolitd probiha ve dvou fazich, a to biochemickych a geochemickych [3, 4, 5].

1.1.1 Biochemickad fdze

Béhem biochemické faze dochazi nejprve k hromadeéni rostlinného materialu a dale k jeho
rozkladu. Nahromadénim rostlinného materidlu dochazi ke vzniku raSelinist. Rozkladné
procesy, které se uskuteciuji jesté pred prekrytim rozklddajici se nekromasy sedimentem,
muzeme rozdélit na tleni, trouchnivéni, hniti a raSelinéni. Tyto procesy jsou uskutecfiovany
pomoci mikroorganismii, anaerobnich a aerobnich baktérii, larev, hub a za ucasti vody
a plynu [3].

Pti dokonalém okysli¢ovani dochazi k tleni, kdy nastava rozklad zbytk organické hmoty.
Dale nastava za mens$iho piistupu vzduchu a prostoupeni vodou trouchnivéni. Kvuli
nedokonalému pfistupu vzduchu nedochazi k uplnému rozkladu biomasy, ale zistava pevny
zbytek, tzv. trouch. Pfevazné anaerobnim procesem je hniti, ke kterému dochazi ve stojatych
a nedokonale vétranych vodach. Podléhaji mu odumfelé Casti rostlin a zivocisnych organismu,
které jsou bez ptistupu vzduchu. Hnitim vznikaji plynné produkty jako CH4, NH3, H>S a CO..
Zbytek, tvofeny tekutymi nebo tuhymi lidtkami bohatymi na vodik, je nazyvin hnilokal
(sapropel) [3].

RaSelinéni nastava v mistech s CasteCnym pristupem vzduchu. Oblast typického
a kvantitativné vyrazného raselinéni neboli humifikace jsou raselinisté nachazejici se v pasmu
mirného az tropického klimatu. RaSelinéni vede ke vzniku uhli pouze za predpokladu, ze
dochdzi k ochranné odumftelé biomasy pied uplnym rozkladem. Pokud by raSelinéni a hniti
pokracovalo dale, doSlo by kuplnému rozkladu nekromasy. Pomoci chemickych,
biologickych a geologickych ochrannych faktora ale dochazi k zachovani ¢astecné rozlozené
nekromasy pro dalsi procesy, které vedou k tvorbé fosilnich paliv. Biologicka ochrana je
zalozena na vytvoreni jedovatych latek, které omezuji dobu Zzivota mikroorganismu.
Chemicka ochrana spociva v dehydrataci koloidd, ktera zpusobi smrt rozkladnych
mikroorganismi. Omezeni pfistupu vzdusného kysliku je zakladnim principem geologické
ochrany [3].

Jakmile neexistuji vhodné podminky pro rozkladné mikroorganismy, nastdvd konec
veskerych rozkladnych procest a tim i konec biochemické faze. Dojde k tomu v ptipade, kdyz



se rozlozena a sedimenty pokryta hmota dostane hloub¢ji pod zemsky povrch. U té zde
dochazi vlivem dlouhodobého pisobeni zejména tlaku a teploty k dal§im chemickym
reakcim, pomoci kterych se organicka hmota pouze preménuje, ale uz nerozklada. Raselinéni
je tak nahrazeno prouhelfiovanim a zaCina geochemicka faze vzniku kaustobiolitu.

Odumfelou biomasu hornin zemské ktry délime do tfi kategorii podle rozpustnosti:

e Bitumen — jednd se o organickou latku s vyraznou luminiscenci, je rozpustna
v organickych rozpoustédlech, ke které patii pfirodni uhlovodiky tvofici ropu
a uhlovodiky zemniho plynu.

e Huminové latky — jsou to organické hydrosoly a gely rozpustné v alkalickych
rozpoustédlech, nachazejici se hlavné v raseliné a hnédém uhli.

e Kerogen — organické spalitelné latky, nerozpustné v organickych ani alkalickych
rozpoustédlech.

Uhlik, vodik, kyslik, dusik a sira jsou zdkladnimi prvky biomasy, ze které se pozdéji stava
odumfela organicka hmota, pfiCemz zastoupeni dalSich prvka je minoritni. Stavebni latky
biomasy jsou lignin, sacharidy, proteiny a lipidy, které jsou oznaCovany jako biopolymery.
Elementarni slozeni nékterych stavebnich latek uvadi Tabulka 1 [3].

Tabulka 1: Elementdrni sloZeni vybranych stavebnich latek, ze kterych vznikaly horlavé
horniny [3]

Bioslouceniny Prumérné slozeni (% horlaviny)
(biopolymery) C H 0]
celul6za 444 6,2 49,4
lignin 63,2 6,1 30,7
proteiny 53,5 7,0 22,0
tuky a vosky 82,0 14,2 3,8

1.1.2 Geochemickd fdze

V prubéhu geochemické faze dochazi k prekryti raseliny nebo moiskych sedimentt dalsi
vrstvou horniny, coz zplUsobi posun vrstvy do nitra zemé€ Nekromasa postupné klesa
a za pomoci faktorti jako je Cas, teplota a tlak, z ni vznikaji prouheliovanim kaustobiolity
uhelné fady. Bituminaci dochazi ke vzniku plynnych a kapalnych uhlovodiki. Stadium
diageneze a epigeneze odpovida intenzité procesu. Jestli doslo jesté k intenzivnéj§i proméne,
uhelnd hmota se méni v grafit. Hlavnim prouhelfiovacim faktorem je teplota, kdy se jeji
zmeénou snadno méni chemicka a strukturni stavba biomasy. Tlak je vyznamny zejména jako
faktor, ktery ovliviluje objem plynné faze a tim 1 intenzitu reakci probihajicich pfi
prouheliiovani. Poslednim faktorem prouheliiovani je ¢as. Cim je nekromasa v geochemické
fazi déle, tim z ni az na vyjimky vznikaji kvalitné;si fosilni paliva [3, 6].

Béhem primarniho rozkladu organickych zbytki, tzv. stadia diageneze dochazi k procesu
tvorby uhli. Je zde ale nezbytna ochrana organickych ¢asti pred tplnym rozkladem na prvky.
U nasledujiciho stadia epigeneze doSlo k zpevnéni uhelné hmoty a ztraté vody dehydrataci.



Rozklad, ktery nastal béhem diageneze byl ovlivnén zakrytim zbytkové hmoty sedimenty
a navazujici proces starnuti tzv. metamorféza je stadiem prouheliiovani spojenym
s geologickym mistem. Metamorfoza uhli je zavisla na teploté a tlaku puasobiciho po urcitou
dobu. Teplo je ztéchto tii faktori povazovano za ten nejdulezitéjsi faktor. Podstatou
organickou hmotu. Ze vzniklych monomert se syntetizuji nové, slozité makromolekuly, které
jsou bohaté€jsi na uhlik a vodik. Béhem prouheliiovani dochazelo k utvareni uhli rGznymi
procesy, coz zpusobilo, ze vznikla uhli jsou velice odlisna. Zmeény, které vedly ke vzniku
raznych typt uhli mizeme délit na chemické, fyzikalni a geochemické. Hlavni chemické
reakce, které zpusobily zménu, jsou kondenzace, polymerace, aromatizace a ztrata funkCnich
skupin obsahujicich kyslik, siru a dusik. Dochazi k nelinearnimu zvySovani obsahu uhliku.
Hlavni fyzikdlni zmény jsou zmeény porozity, hustoty a tvrdosti. V ranych fazich
prouheliovani porovitost klesa v dasledku rostouciho tlaku [3, 7].

1.2 Slozeni uhli

Uhli je mozno rozdélit z riznych hledisek, napfiklad podle stupné prouhelnéni nebo podle
prostredi vzniku. Podle stupné prouhelnéni je uhli rozdélovano do ¢tyt skupin:

e raSelina — obsahuje pfiblizné 55 % uhliku. Jednd se o organogenni sediment vznikly
pfeménou rostlinného materialu téméft nebo zcela pod vodou za nedostatku kysliku,

e hnédé uhli — je hnédé az Cernohnédé barvy obsahujici 70 az 75 % uhliku. Podle
stupn€ prouhelnéni lze rozlisit hemifazni uhli (napf. lignit), které je nejméné
prouhelnéné, dale stfedné prouhelnéné ortofazni a posledni metafazni uhli,
u kterého je stuperi prouhelnéni nejvyssi,

e cCerné uhli — obsahuje 72 az 92 % uhliku. Je Cerné barvy, matné nebo lesklé
a vyskytuje se v hemifdznich, ortofdznich a metafdznich typech. Jednd se o kiehky
kaustobiolit,

e antracit — je nejvice prouhelnéné uhli (nad 92 % uhliku), které je tvrdé, vysoce
lesklé, bez paskovani a homogenni struktury [5].

Mira prouhelnéni se zvySuje srostoucim obsahem uhliku, ktery miizeme nejvhodnéji
vyjadiit ve vztahu k organické hmot€ uhli v suchém a bezpopelnatém stavu a s klesajicim
obsahem prchavé hotlaviny [3]. Celou fadu uhelnych kaustobioliti v zavislosti na zvysujicim
se obsahu uhliku a klesajicim obsahu prchavé hotlaviny uvadi Obrazek 1.

raselina lignit hnédé uhli ¢erné uhli antracit

Obrazek 1: Uhelnad rada kaustobiolitu [8]



Uhli je mozno zhlediska struktury délit 1 podle petrograficko-chemické klasifikace
maceralovych skupin a macerald. Mikroelementy uhli jsou oznaCovany jako maceralové
skupiny, jejichz puvod je odvozen z macerace puvodniho rostlinného materialu. Do
macerdlovych skupin cCerného uhli patfi naptiklad vitrinit, do skupin hnédého uhli patii
huminit a inertinit. Rozdilnost macerald i1 odliSnost maceralovych skupin je urCena
raznorodosti puvodniho rostlinného materialu a podminek, které pusobily na proces
prouheliovani. To zpusobuje odlisnost chemického slozeni napf. zhlediska hlavnich
organogennich prvki uhliku, vodiku a kysliku v jednotlivych macerdlovych skupindch, které
maji rozdilnou chemickou strukturu [3, 4].

1.2.1 Chemickd struktura organické hmoty uhli

Zakladnimi slozkami uhelné hmoty jsou hoflavina, popeloviny a voda. Voda je v uhli
vazana ruznymi zpusoby. Je ovSem nehoflava, a proto je nezadouci slozkou paliva. Tuha
paliva obsahuji 1-60 hm. % vody, podle jejich stupné prouhelnéni, raselina obsahuje 1 nad
90 % vody. Pouze jeji mala Cast, voda vazana na popeloviny tzv. hydratova voda, a voda
konstitucni, ktera je chemicky vazana na hotlavinu, neni stanovovana analyticky. Zbyvajici
voda, oznacovana jako veskera voda, se déli na hygroskopickou, hrubou a okludovanou vodu.
Ztratou vody se méni fyzikalni vlastnosti uhli. U vytézenych hnédych uhli obsahujici znacné
mnozstvi vody, dochazi k jejimu vypafovani na vzduchu a naslednému rozpadu uhli [4, 9].

Obsah vody ovliviiuje 1 samozapalnost uhli. Bylo zji§téno, ze smacenim suchého uhli nebo
castecné vysusenc¢ho uhli dochazi k vyvijeni smaceciho tepla. Obsah fyzikalné vazané vody,
resp. jeji kapilarni vlastnosti plisobi pfimo na vazbu uhelnych castic [4].

Popeloviny obecné vznikly z anorganickych slozek vychozi odumfelé biologické matrice
poté pak z mineralnich latek mechanicky pfimiSenych, naplavenych, vnesenych nebo béhem
prouhelfiovani pfimichanych do uhelného loziska z okoli. Mineralni podil nahromadény
v uhelném lozisku béhem stddia syngeneze se nazyva primarni popeloviny. Popeloviny
vnesené do loziska v pozdéjsich stadiich jsou nazyvany jako druhotné [9].

V hnédouhelnych 1 ¢ernouhelnych vzorcich uhli byly nalezeny minerdly jako kaolinit,
kifemen, muskovit, pyrit, kalcit a sadrovec. Mineralni latky hnédého uhli jsou castecné
chemicky vazany na huminové kyseliny. Vétsina vazanych huminovych kyselin nachéazejicich
se v hnédych uhlich u nés je vazana na vapnik a hnéda uhli, lignity a raseliny obsahujici také
humaty Zzeleza, hliniku, hof¢iku a alkalickych kovt [9]. Hnéda uhli obsahuji pfevazné jilové
materialy a pyrit. Popeloviny hnédych uhli obsahuji 20-60 % CaO, pifi¢emz jeho vétsi podil je
vazan v podobé humatu vapenatého. V popelovinach hnédych uhli se nachazeji i humaty
zeleza a hliniku. Naproti tomu obsah hoiciku, alkalii, fosforecnand a sirant v nich byva maly

[9].

Hoftlavina uhli je slozena ptevazné€ z uhliku, mens§iho mnozstvi vodiku a z malych mnozstvi
dusiku a siry, pficemz velmi rozdilné je mnozstvi kysliku. Mnozstvi kysliku a vodiku klesa se
vzrustajicim stupném prouhelnéni, zatimco mnozstvi uhliku v uhli roste. Obsah uhliku stoupa
az k 82 hm. % v Cerném uhli. Obsah vodiku klesd na 4 hm. %, a u kysliku dochazi k poklesu
na 10 hm. %. Elementarni slozeni hoflaviny vyjadfené v hmotnostnich procentech je
z hlediska pochopeni struktury organické hmoty nevystizné a zavadgjici. Zastira totiz
dilezitou roli vodiku, ktery je nejlehc¢im prvkem periodického systému, ale z hlediska
raznych procesi jako zkapaliiovacich a extrakénich procesi sehrava v radé piipadu
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rozhodujici dlohu. Sira nachdzejici se v hoflaviné je vétSinou vazana v sirnych heterocyklech,
jako jsou thiofeny, benzothiofeny, thioxantheny apod. Pfi zvySujicim se stupni prouhelnéni
dochazi ke snizeni mnozstvi bocnich fetézcu, které jsou vazané na makromolekularni systém
hotlaviny [3, 5]. Kyslik se vyskytuje v perifernich ¢astech systému ve funkEnich skupinach
karboxylovych, hydroxylovych, karbonylovych a methoxylovych. S rostoucim prouhelnénim
dochéazi ke ztraté nejprve methoxylové, potom karboxylové a teprve poté i1 karbonylové
a hydroxylové funkéni skupiny [3, 4].

Atomové poméry prvkl uhliku, kysliku a vodiku Ize vyuzit ke zjednodusené charakteristice
odlisnosti maceralovych skupin, ale také ke zjednodusené charakteristice vztahu jejich
struktury k prouhelnéni. Postupnym prouheliiovanim dochazi ke snizovani atomového
pomeéru H/C. Na Obrazku 2, kde je zobrazena zavislost atomového poméru H/C na atomovém
pomeéru O/C organické hmoty s odlisnym pivodem, 1ze tento trend oCividn€ pozorovat.

18 ——— -

1,6 1

14 - ' -
)
1,2 s

1,0 4

H/C

O,S -

0,6 4

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
O/C

Obrazek 2: Van Kreveleniiv diagram [10]

Kromé¢ anorganickych sloucenin se v uhli nachazeji rizné organické slouceniny jako jsou
celuloza, hemiceluloza, lignin a organické zbytky jako jsou huminy, bitumeny, huminové
kyseliny, aromatické uhlovodiky, aminové kyseliny a dalsi [9].

1.2.2 Oxyhumolit

Oxyhumolit, tzv. oxidované mladé hnédé uhli, je druh zrnitého nesoudrzného uhli tmavée
hnédé az hnédoSedé barvy s vysokym obsahem huminovych kyselin. Nachazi se v loziskach
hnédého uhli, se kterym ma obdobné fyzikalné-chemické vlastnosti, ale pro svou nizkou
vyhfevnost se nehodi ke spalovani [11]. Oxyhumolity (kapucin) muzou obsahovat
az 90 hm. % biochemicky vysoce aktivnich huminovych latek. Jsou smési pfirodnich latek,
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kterd vznikla tisiciletymi biochemickymi, biologickymi a oxidativnimi procesy z rostlinného
materialu  ulozeného v zemské kiafe. Z chemického hlediska muizeme oxyhumolit
charakterizovat jako smés vysokomolekularnich latek huminovych kyselin s nizkym obsahem
fulvinovych kyselin, obsahujicich hydroxylové, karboxylové, methoxylové a amidové
skupiny. Vytvari komplexy organickych latek, pfevazné huminovych kyselin s anorganickymi
latkami (20 az 25 hm. %) z velké Casti slouCeninami vapniku, Zeleza, hliniku a kfemiku. Je
vychozi surovinou pro vyrobu sodnych a draselnych humatt a fulvatd, tzn. soli HL, kde jsou
oxyhumolity zpracovany na humdt sodny a humadt draselny [12, 13, 14].

V omezené mife jsou pak 1 zpracovavany napiiklad na huminové kyseliny tzn.
v nerozpustné naprotonované formé a humaty dalSich kovli. Diky jejich vazebnym
schopnostem je lze pouzit jako sorbenty pfi ¢isténi odpadnich vod, odstranovani tézkych kovii
apod. Kovy jsou na oxyhumolit vazany nevratnym zpusobem, a tudiz se neuvoliuji ze svého
povrchu do vody. Jinymi slovy, tento typ kaustobiolitu vytvafi velmi stabilni chelaty
s rozliénymi zastupci makro a mikro nutrientt, i téch, které mizeme povazovat za rizikové
(t€zké kovy atd.). Jeho sorpéni vlastnosti jsou ovlivnény pH prostiedim. Pii pH vys§im 7
dochazi k reakci oxyhumolitu s alkdliemi a organické sloucCeniny se zacinaji rozpoustet
do vodného roztoku. Z tohoto divodu s nim nelze pracovat v alkalickém prostiedi, ale je to
principem extrakce HL v ném obsazenych [13].

Jeho sorpéni vlastnosti (popt. iontové vyménné vlastnosti) 1ze jesté vylepsit napt. oxidaci
vzdusnym kyslikem (za tepla), sulfonaci ¢i promytim mineralnimi kyselinami, pfi kterém
dochazi k odblokovani, resp. aktivaci funk¢nich skupin obsahujicich hlavné ionty Na*, K*,
Ca’*, Mg?*, AI’* a Fe’*. Také lze zvysit selektivitu sorpce nékterych kovovych iontd pomoci
predGisténi oxyhumolitu kyselinou. Oxyhumolity nachazejici se v Ceské republice obsahuji
vice nez 80 hm. % huminovych kyselin, nizky obsah bitumenu (méné jak 1 %) a anorganické
latky a pfimési, naptiklad pisek, jil [13, 14].

1.3 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou hlavni organické slozky pid a sedimenttl. Jsou Siroce rozsireny
po zemském povrchu a vyskytuji se témer ve vSech suchozemskych oblastech a vodnich
prostfedich. Huminové latky hraji vyznamnou roli cyklu uhliku v pfirod€, kde je hlavni zdroj
CO:, protoze uhlik obsazeny v huminovych latkach predstavuje 60-70 % celkového uhliku
nachdzejiciho se v padé. HL vznikaji chemickou a biologickou degradaci organické hmoty
rostlinného nebo zivoc¢isného puvodu a ze syntetické Cinnosti mikroorganismd, coz se nazyva
humifikace. Takto vytvorené produkty maji tendenci se vazat do slozitych struktur, které jsou
stabilngj§i nez vychozi materialy. Dulezita vlastnost HL je jejich schopnost tvofit ve vodé
rozpustné a nerozpustné komplexy skovovymi ionty a interagovat s organickymi
slouCeninami, jako jsou alkany, mastné kyseliny a pesticidy [15].

Pfirozené se vyskytuji predev§im v sedimentech, zeminach, raSelin€, hnédém uhli, lignitu
a v nekterych dalSich materidlech. Obsah HL v pfirodnich matricich se pohybuje
od stopovych mnozstvi v jilech a piscich, pres jednotky procent v bézné zeminé az k desitkam
procent huminovych latek, které obsahuje hnédé uhli a lignit. Velice vysoky obsah HL (80 %
a vice) vykazuje naptiklad raselina [13].

Obecné muzeme fici, Ze se jedna o koloidni polycyklické slouceniny Zluté az hnédocerné
barvy pohybujici se v molekulovych hmotnostech od nékolika stovek po tisice Daltont (Da).
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Jedna se o slozitou smes aromatickych a alifatickych uhlovodikovych struktur s mnoha typy
funk¢nich skupin, jako amidové skupiny, karboxylové, ketonické, hydroxylové a dalSimi,
které maji razné fyzikalni i chemické vlastnosti. Jednotliva aromaticka jadra jsou spojena
s alifatickymi strukturnimi jednotkami pomoci esterovych (Ri—COO-R2), etherovych
(Ri—-O-R») a také alkoxylovych (Ri—O) vazeb. Huminové latky jsou pfevazné tvoreny
uhlikem, ddle kyslikem, vodikem, dusikem ale také sirou [17].

1.3.1 Rozdéleni huminovych ldtek

Huminové latky lze rozdélit podle chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti
na huminové kyseliny, fulvinové kyseliny, hymatomelanové kyseliny a huminy. S terminem
humusové uhli se setkavame predev§im v odbornych publikacich pedologického zaméteni a je
terminologickym ekvivalentem vySe zminéného nerozpustného huminu [16, 17].

Nekteti autofi rozliSovali huminové latky jesté podle jinych kritérii. Naptiklad Waksmann
[18] rozliSoval jesté dalsi dvé fulvinové frakce — rozpustnou frakci a nerozpustnou frakci,
kterou nazval B-humus. Ten byl ziskany dpravou pH na 4,8 po izolaci. Rozdéleni podle
Waksmanna a Stevensona je popsano na Obrdzku 3, kde lze vidét, ze huminovou kyselinu
jesté dale déli na hymatomelanovou kyselinu, kterd je rozpustna v alkoholu a a-humus, ktery
je nerozpustny jak v kyseling, tak v alkoholu [19].

PUDNI ORGAII\HCKA HMOTA
' '

huminové latky

nehuminové latky
nerozlozené rostlinné zbvtky
alkalicka aprava T
; ! !
nerozpustné rozpustné
(HUMIN) I
acidicka aprava

l
' '

sr:i?i se _ nesr‘:'lii se
(HUMINOVA KYSELINA) (FULVINOVA KYSELINA)
exktrakcel alkoholem uprava na pH 4,8
]
— } i 3
rozpustne nerozpustné rozpustné nerozpustné

(HYMATOMELANOVA KYSELINA) (B-humus)

Obrazek 3: RozliSeni piidni organické hmoty [19]

Vétsina autort jako Khan a Schnitzer [15] rozliSuje jen tfi skupiny huminovych latek,
a to huminové kyseliny HK, které jsou rozpustné ve ziredénych alkaliich, ale vysrazi se
pii okyseleni alkalického extraktu, fulvinové kyseliny (FK), které jsou rozpustné jak
v alkaliich, tak kyselin€ a huminy (HU), coz je ta huminova frakce, kterou nelze extrahovat
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zpudy; nebo sedimentu zfedénou kyselinou nebo zasadou. Z analytickych udaju
publikovanych v literatute [15] je zfejmé, ze vSechny tfi frakce jsou strukturalné podobné
ve smyslu obsahu jednotlivych stavebnich kamend, které maji pivod v biopolymernich
slouCeninach, jako je celuloza, lignin, hemi-celuldza, bilkoviny, vosky, tuky atd., ale Ze se lisi
v molekulové hmotnosti. Déle se 1isi obsahem rozmanitych funkénich skupin, rozpustnosti
v nékterych rozpoustédlech a typickou barvou po jejich izolaci resp. extrakci, jak uvadi
Obrazek 4.

Fulvinové kyseliny Huminové kyseliny Huminy

Narust stupné polymerace

>

Narust molekulové hmotnost

2 000 — > 300 000
15 % Narust obsahu uhli'ku 62 %
8% Pokles obsahu kvsliku 5 30 %

Pokles vyménné kyselosti
Pokles rozpustnosti

1 400 » 500

e

Obrazek 4: Rozdéleni HL a jejich zdkladnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti dle Stevensona
(1982) [1]

Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny (FK) jsou frakci huminovych latek, kterd je rozpustnd jak v kyselém,
tak bazickém prostiedi. Schopnost FK rozpoustét se je zachovana v celé skale pH.
Predpoklada se, ze se jedna o koloidni polydispergované latky, které maji zluté zabarveni pri
nizké hodnoté pH a az svétle hnédou barvu pfi vysSim pH. Vyznacuji se vétsSim poctem
bocnich, alifatickych fetézcti a mensim poctem aromatickych strukturnich motiva [17].

Fulvinové kyseliny maji niz§i molekulovou hmotnost, ktera se pohybuje v rozmezi od 175
do 3570 Da, obsahuji méné¢ uhliku a dusiku a vice kysliku. Fulvinové kyseliny jsou tvofeny
timto rozsahem biogennich prvka: C 40-52 hm. %, H 4-6 hm. %, O 40-48 hm. % a N 2-6
hm %. Tato frakce huminovych latek mé hydrofilni charakter a je siln€ kyselé povahy. Je to
zpusobeno tim, ze FK obsahuji vice kyslikatych funk¢nich skupin, jako karboxylové,
hydroxylové resp. —OH fenolické, které jsou substituované na aromatickém jadie oproti
huminovym kyselinam a huminu. Diky témto kyselym funkénim skupindm jsou
nejreaktivnéjsi frakci HL ve vodném prostiedi [1]. Dalezita vlastnost fulvinovych kyselin je
schopnost tvorit komplexy s kovovymi ionty [20].

Huminové kyseliny

Huminové kyseliny (viz Obrazek 5) jsou latky rozpustné v alkalickych roztocich, omezené
rozpustné ve vodé, ale nerozpustné v kyselindch. V kyselém prostfedi dochazi ke vzniku
koagulatid HK, pfi¢emz musi byt splnéna podminka, Ze pH roztoku bude mensi nez 2, coz
znamena, ze bude dosahovat hodnoty izoelektrického bodu. Je mozné je vyextrahovat
alkalickym roztokem ve vhodné pfirodni matrici a poté je okyselit [21, 22].
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Jejich slozeni je ovlivnéno podminkami humifikace, typem piirodni matrice a také
chemickym slozenim Zzivocisnych a rostlinnych zbytki. Odborné vyzkumy ukazuji, ze
huminové kyseliny z aerobnich pid jsou podobné tém z anaerobnich prostiedi. HK jsou
charakterizovany vysokou sorp&ni schopnosti pres 4 000 mmol-kg'. Prvkové slozeni se
pohybuje v rozmezi: uhlik 52-65 hm. %, kyslik 30-39 hm. %, vodik 2—-6 hm. %, dusik
2—-6 hm. % a sira 0-2 hm. % [22, 23].

HC=0
H(|: OH
HC—OH cukr
cooH A —on
COOH  COCH o CH H?fOH
c=0
O O é
H(I:—CH2
@@o ;
N
NH
R—t::H
peptid (|3 ©
NH,

Obrazek 5: Predpokladand struktura HK dle Stevensona [1]

Huminové kyseliny jsou koloidni polydisperzni latky bez zdpachu, hydrofobni a kyselé
povahy. Jejich zdkladni stavebni jednotkou jsou aromatickd jadra fenolového, naftalenového,
kumarinového, hydroxykumarinového a dalSich typt, na kterd se substituji v bo¢nich
fetézcich rozmanité funkcéni skupiny, zejména karboxylové, hydroxylové, fenolové
a v neposledni fadé i amidické, které maji svlyj pavod v residuich bilkovin. Na HK se mohou
vazat kationy elektrostatickymi interakcemi, neiontové organické slouceniny pomoci
vodikovych vazeb, interakcemi dipdl-dip6l nebo hydrofobnimi interakcemi. Ackoli je
huminova kyselina povazovana za amorfni, po lyofilizaci ma vétSina Castic huminové
kyseliny kosoctvercovy nebo rhombohedralni tvar (jako kostka cukru). Predpoklada se, ze
maji vysoky elektrostaticky naboj, protoze jsou cCastice okamzité pritahovany kovovou
Spachtli, coz plati zeyména pro jemnéjsi Castice [15].

Huminové kyseliny maji obvykle nizky obsah popela, jelikoz jeho obsah je vézan
na purifikac¢ni kroky béhem izolace téchto koloidnich latek. Stejné jako v pripadé fulvinové
kyseliny se kyselina huminova pfi zahfivani neroztaje. Dochazi vSak k jeji termické degradaci
pii zahfivani v atmosfére vzduchu nebo dusiku nebo dokonce ve vakuu. Orlov (1985) uvadi,
ze béhem zahfivani ve vakuu tvoii pryskyfi¢nou latku doprovazenou uvoliovanim vody.
Podobné jako u kyseliny fulvinové probihd rozklad huminové kyseliny bez spalovani, ale
postupnym procesem zuhelnaténi. Muze vSak zacit hofet pfi 150-240 °C v pfitomnosti
oxidacnich Cinidel. K nevratnym zménam dochazi pii zahitati nad teplotu 105 °C, pfiCemz
v teplotnim rozsahu 25-105 °C dochazi ke ztraté semikrystalické a volné vody [15].
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Hymatomelanové kyseliny

Dalsi frakci huminovych latek jsou hymatomelanové kyseliny (HY). Jednd se o podil
huminovych kyselin rozpusténych v alkoholu, ktery se ziskdva u extrakce huminové kyseliny
pfi pouziti zasady. Atomovy pomér N/C u hymatomelanovych kyselin je nicméné vyrazné
niz8§i nez u HK, coz naznacuje, ze peptidy a dals$i molekuly obsahujici dusik maji tendenci
zustat ve spojeni s neextrahovatelnou polymerni strukturou. Tato frakce ma oproti huminové
kyseling svétlejsi barvu a vyssi obsah uhliku (pfiblizné 62 hm. %) [24].

Humin

Huminy (HU) jsou posledni dilezitou slozkou, ktera tvofi huminové latky. Jedna se o typ
huminové latky velmi tmavého anebo ¢erného zbarveni, ktera je nerozpustna v alkalickych
a kyselych rozpoustédlech. Je to latka, ktera zistava po extrakci pudy nebo sedimentu
ziedénou zasadou pro huminové a fulvinové kyseliny. Vzhledem ke své nerozpustnosti
a naslednym obtizim pfi extrakci a izolaci je humin slouceninou, ktera pfitahuje nejmensi
pozornost ze viech frakci HL. Rada védct (Stevenson 1966, Somani a Saxena 1982,
Kononova 1966) vyslovila hypotézu, Ze je humin smés vysoce kondenzovanych aromati silné
vazanych na jilové materidly a parafinické slouCeniny. Naproti tomu podle Schnitzera
a Khana (1972) se jedna o frakci, ktera ma blizké slozeni huminovych kyselin, 1 kdyz mozna
je o néco méne aromaticka nez HK. Predpoklada se, ze to souvisi s alifatickymi
sacharidovymi slozkami v molekule huminu, které zptsobuji, Ze je humin nerozpustny. Vyssi
obsah polysacharidi v huminu se né€kdy pouziva k odliSeni od huminové kyseliny [15].
Vykazuji vysoky stupeni kondenzace a polymerace a nedochézi k hydrolyze a podle Najmra
ztratil humin funkci pravého humusu. Humin obsahuje 20 az 30 % dusiku z celkového obsahu
dusiku v pade [22].

1.3.2 Vznik huminovych kyselin

Ackoliv jsou huminové latky jiz po fadu desetileti pfedmétem intenzivniho védeckého
zajmu, puvod huminovych latek neni zcela objasnén. Proces rozkladu organickych zbytka
v pud€ nazyvany humifikace, predstavuje sled mnoha biochemickych reakci, béhem kterych
dochdzi k rozkladu komplexnich molekul organické matrice na mensi a v nésledujicim kroku
dochdzi k syntéze jednoduchych sloucenin za vzniku HL. Diky expanzi studia huminovych
latek do jinych védeckych obort (geologie, hydrologie, atd.) doslo k ziskani novych myslenek
a konceptu, které obohatily jejich poznani. Existuje mnoho teorii, které popisuji proces vzniku
huminovych latek. Jedna se napriklad o degrada¢ni (ligninovou), syntetickou (polyfenolovou)
a kondenza¢ni teorii (viz Obrézek 6) [15, 17, 22].

Klasicka teorie popularizovand Waksmanem fika, ze huminové latky predstavuji
modifikované ligniny (cesta 4). AvSak vétSina soucasnych védct upiednostiiuje mechanismus
zahrnujici chinony (cesta 2 a 3). Tyto cesty vcetné teorie kondenzace (cesta 1) mohou
fungovat ve vSech pudach, ale ne ve stejném rozsahu. Ligninova draha muZze prevladat ve
Spatné odvodnénych ptidach a vlhkych sedimentech (baziny), zatimco syntéza z polyfenoli
méZe mit znatny vyznam v nékterych lesnich padach. Casté a prudké kolisani teploty
a vlhkosti v suchozemskych povrchovych pudach mize podporovat syntézu humusu
kondenzaci cukru a aminu [15, 25].
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Ligninovd teorie

Po mnoho let bylo pfedpokladano, ze huminové latky byly odvozeny z biopolymerni
slouceniny ligninu. Podle Fischera a Schradera (1921) byl lignin s nejvétsi pravdépodobnosti
zdkladni latkou huminovych sloucenin a tento navrh byl pfijat po mnoho let. Hlavnim
problémem | ligninové™ teorie bylo to, ze nedokazala vysvétlit vysoky obsah dusiku v HL.
Waksman a kol. upravili , ligninovou teorii“, tak ze mikrobialné produkovany protein byl
chemicky spojen s mikrobidlné modifikovanym ligninem za vzniku centralni cCasti
makromolekuly HK. Tato teorie, dnes jiz zastarald, popisuje vznik HL mikrobialnim
rozkladem odumfelého rostlinného materialu, kdy z t€zko rozlozitelnych latek jako je lignin,
kutin nebo melanin dochazi ke vzniku vysokomolekularnich humind. Ty jsou pak oxidaci
postupné pfeménény na huminové kyseliny, dale na fulvinové kyseliny, a jest¢ na mensi
molekuly. Kdyby degrada¢ni mechanismus pokracoval, huminové latky by byly postupné
rozlozeny na oxid uhli¢ity a vodu, coz jsou produkty tzv. mineralizace OM [15, 17, 26].

zbytky rostlin
transformace mikroorganismy modifikovany lignin —
cukry polyfenoly aminoslouceniny ligninové
dekompoziéni
produkty
1 |« v l > 4
chinony >l chinony
2 3
kondenzace polyfenolova ligninova
<

teorie

cukru s aminy teorie

Obrazek 6: Schéma vzniku pudnich HL [1]

V této teorii dochdzi k modifikaci ligninu zahrnujici ztrdtu methoxylovych —OCH3
funkénich skupin, ¢imz dochézi ke zvySeni mnozstvi fenolickych funkénich skupin za vzniku
hydrochinont. Dalsi zménou je oxidace alifatickych postrannich fetézci, béhem které dochazi
ke vzniku karboxylovych —COOH skupin. Vznikly hydrochinon muze dale oxidovat
na para-benzochinon, ktery podléhd kondenza¢nim reakcim samoniakem, ktery vznikl
rozkladem organickych latek bohatych na dusik. Modifikovany material podléha dalSim
zménam za vzniku nejprve vysokomolekularnich humint a naslednou oxidaci na huminové
a poté fulvinové kyseliny [15, 25].
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Dalsi hypotézou je tvorba huminovych sloucenin prostfednictvim trans-aminovych reakci
ligninovych monomert, které vznikaji ze sacharidi. Dekarboxylaci kone¢ného produktu,
tyrosinu, muze vzniknout latka se strukturou amonného ligninového monomeru. Takova
slouCenina patii do kategorie lignoproteinovych sloucenin a lze ji tedy povazovat za jednu
z frakei HL [15].

Polyfenolovd teorie

Polyfenolova teorie (viz Obrdzek 7) nazyvana také synteticka, nahradila degradacni teorii
v 60. letech 20. stoleti. Podle polyfenolové teorie syntéza huminovych latek mize probihat
dvéma zpusoby. V prvnim mechanismu ma stale klicovou roli lignin, ze kterého dochazi
k uvoliiovani fenolickych aldehydd a kyselin. U nich dochazi vlivem mikrobialniho ptisobeni
k enzymatické pfeméné€ na chinony. Ty dale polymeruji za pfitomnosti aminosloucenin, ale
i bez nich, za vzniku huminovych biomakromolekul.

Druhym mechanismem je piedpoklad, Zze polyfenoly mohou byt syntetizovany
mikroorganismy i ze zdroja, které neobsahuji lignin (napft. celuloza nebo jiné polysacharidy).
Polyfenoly pfejdou enzymatickou oxidaci na chinony a nasledné€ dochézi k jejich preméné
na huminové litky. Nejprve by vznikaly fulvinové kyseliny, poté huminové Kkyseliny
a nakonec huminy [1, 25].

L@NW Celuléza a ostatni

napadeni . ..
mikroorganismy substraty (bez ligninu)

FENOLOVE ALDEHYDY
A KYSELINY

v v

Dalsi vyuZziti POLYFENOLY
mikroorganismy a @

vyuZiti mikroorganismy

enzymy

oxidace na oxid uhli€ity polyfenoloxiddzy

CHINONY

aminoslougeniny aminoslougeniny

HUMINOVE _— FULVINOVE
KYSELINY KYSELINY

Obrazek 7: Polyfenolovd teorie [27]
Teorie kondenzovanych sacharidii s aminy

Podle tohoto konceptu sacharidy a aminokyseliny, vznikajici jako vedlejsi produkty
mikrobiadlniho metabolismu, jsou zakladnimi slozkami pro syntézu huminovych latek.
Redukujici monosacharidové jednotky a aminokyseliny podléhaji neenzymatické polymeraci
za vzniku dusikatych polymert.

Prvni krok reakce zahrnuje pfidani aminu k aldehydové skupiné sacharidu za vzniku
n-substituovaného glykosylaminu. Ten nasledné podléha tvorbé N-substituované-1-amino-
deoxy-2-ketoze. To je podminéno fragmentaci a dehydrataci diky ¢emuz dojde ke vzniku
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vyslednych produktd, jako je acetol, diacetyl a hydroxymethylfurfurali. VSechny tyto
slouCeniny jsou vysoce reaktivni a snadno polymeruji v pfitomnosti aminoslocenin za vzniku
syntetizovanych polymerti charakteristického hnédého zbarveni, které jsou podobné
huminovym latkdm.

Hlavnim ndzorem oponujicim tuto teorii je, ze reakce probihd pomérné pomalu
za normalnich podminek tzn. teploty, vlhkosti, iontové sily roztoku atd. AvSak drastické
anarazové zmény v pudnim prostiedi (zména teploty, vysychani a smaceni) spolu
s promichavanim reaktantd s materidlem s katalytickymi vlastnostmi mohou kondenzaci
usnadnit [1, 25].

Hypotéza benzenkarboxylovych kyselin

Tato teorie je zalozena na informacich ziskanych z chemické degradace prevazné
fulvinovych kyselin. Schnitzer a Khan (1972) zastavaji ndzor, ze ke genezi FK je nutné
huminové latky rozlozit na mensi jednotky. Podle nich existuji ctyfi zakladni typy
degradacnich postupt: za prvé oxidace alkalickym manganistanem, kdy produkty degradace
byly vzdy benzenkarboxylové kyseliny, za druhé redukce pomoci Na amalgdmu nebo Zn
prachu, kdy se FK rozkl4ddaji na derivity benzenu, ddle hydrolyza horkou vodou, kyselinami
nebo zisadami, kdy FK poskytla kyseliné benzenové derivaty, a poslednim typem je
biologicka degradace, kdy dochédzi k rozkladu FK pomoci mikroorganismti. Na zaklade
prevladajiciho objevu derivati benzenu Schnitzer a Khan predpokladaji, ze fulvinova kyselina
je slozena z fenolovych a benzenkarboxylovych kyselin spojenych vodikovymi vazbami
za vzniku polymerni struktury. Ta obsahuje mnoho dutin, ve kterych mohou byt zachyceny
dalsi organické slouceniny, jako jsou residua bilkovin a polysacharida [15].

1.3.3 Molekuldrni struktura huminovych ldtek

e, e

hraji kliCovou roli v mobilit¢ stopovych prvka v padach a vodach, slozita struktura
huminovych latek stidle nebyla zcela popsana. Pfitom znalost molekuldrni struktury HL je
zcela zasadni pro pochopeni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti a jejich funkce v puadeé.
Huminové ldtky jsou polydispergované polyelektrolyty s molekulovou hmotnosti od 10* do
10° Daltonti a jako takové maji charakteristicky vysoky stupeii molekularni nepravidelnosti
a heterogenitu. V disledku toho neexistuji zadné dvé identické molekuly huminovych latek
jak ve vodé, tak v pudé. To zpusobuje, ze nelze dat zadny obecny strukturni vzorec pro tuto
organickou matrici. I kdyz nelze uvést zadny obecny strukturni vzorec pro HL, jsou
publikovany studie o strukturnich vzorcich molekularnich fragmentd a existuje nékolik
strukturnich vzorcu HL [13, 28].

Bylo navrzeno né€kolik modelt struktury huminovych latek, kde jsou HL slozeny bud
z makromolekularnich polyelektrolytt, které mohou tvorit molekularni agregaty nebo se jedna
o nadmolekuldrni uskupeni malych molekul bez makromolekuldrniho charakteru, které je
spojeno dohromady slabymi pfitazlivymi silami [29].

Polymerni teorie

Z historického hlediska byla polymerni teorie struktury HL povazovana za
nejpravdépodobnéjsi. Na zékladé polymerniho modelu bylo publikovano né&kolik teorii
o struktufe huminovych kyselin, ale vSechny jsou odlisné a stale je kolem nich spousta
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neshod. Nejvyznamnéjsimi predstaviteli této hypotézy jsou naptiklad Stevenson, Buffle, Flaig
a Schnitzer a Schulten [15].

Podle prvnich polymernich modell je struktura HL linearni, elipsoidniho tvaru
a pruznéjsiho charakteru a také nahodné stoCena polymerni konformace, tzv. random coil.
Diky dal§im experimentim byla pozorovana ménici se makromolekularni struktura
ze sférického do linearniho tvaru podle meénici se koncentrace HL, pH a iontové sily roztoku.
Pti rostoucim pH nebo koncentraci HL dochazi ke zméné tvaru z klubkovitého na ndhodné
propletenou sit linearnich fetézca, které se spojuji do listu oznaCovaného jako B-sheet [30].

Nejznaméj§im modelem je strukturni model podle Stevensona [1]. Autor predpoklada, ze
vSechny mechanismy vzniku HL (ligninovd, polyfenolova teorie a teorie kondenzovanych
cukri a amintl) prisp€ly k vytvofeni molekularni struktury huminovych latek. Stevensoniv
koncept struktury HL je typicky vysokym podilem aromatickych i fenolickych
stavebnich jednotek. Ty mohou byt volné, ale i vdzané pomoci vodikovych vazeb. Lze si
povsimnout i karboxylovych funkcnich skupin, které jsou zvelké Casti vazané piimo
na aromatické struktury. Autor zafadil do strukturniho vzorce také zbytky sacharida
a bilkovin. Pro zjednoduSeni strukturniho vzorce Stevenson navrhl tzv. koncept dimeru fenolu
(Obrazek 8), kde predpokladal vazbu dvou fenolovych jednotek, ke kterym je pfipojen
protein, jako zdkladni strukturni jednotku huminové molekuly. Rovnéz se domniva, ze dimer
je vynikajici jednotkou, kterd vysvétluje chemické reakce charakteristické pro huminové
latky.

COOH COOH
OH OH

'\ O
H 0 0
O H H 1] 1l

HO=—C=C—=C-C=C=-C-0 NH=CH=C=NH=CH=C

0O O 1 1
‘ H H R, R,
0]
Carbohydrate Peptide

Obrazek 8: Model struktury HK zaloZeny na konceptu dimeru dle Stevensona [15]

Strukturni model huminovych kyselin na bazi ligninovych monomernich jednotek navrhl
Flaig a kol. [31] (viz Obrazek 9). Flaig studoval rozklad ligninu na jednodus$i monomery
a jejich degradaci na mensi fenolové jednotky. Tyto zakladni jednotky nejdiive podléhaji
oxidaci, nasledn¢ demethylaci na substituované polyfenoly a poté dalsi oxidaci na derivaty
chinonu. Kondenzaci skupin chinonu s polysacharidy a aminokyselinami Ize formovat latky
podobné huminové kyseling. Pti hydrolyze huminovych kyselin byly detekovany produkty
ligninové degradace [15].
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Obrazek 9: Molekuldrni struktura HK podle Flaiga [30]

Dalsim vysoce zdokumentovanym modelem je Steelinkiv model (viz Obrazek 10).
V tomto modelu huminova kyselina obsahuje aromatické kruhy, fenoly a chinony. Tyto
slouCeniny jsou spojené alifatickymi jednotkami s mnoha hydroxylovymi skupinami.
Karboxylové funkéni skupiny jsou v tomto modelu vazany pouze na alifatickou ¢ast [32].

o)

Obrazek 10: Steelinkitv model HK [32]

Na modelu Schnitzera a Schultena [15] jsou zobrazené aromatické kruhy, které tvori
strukturu huminovych kyselin. Ty jsou spojeny s alkylovymi strukturami s dlouhymi fetézci.
Jak na alifatickych fetézcich, tak na aromatickych jednotkdch je mnoho hydroxylovych
a karboxylovych funkénich skupin [33].

Supramolekuldrni teorie

S pokrocilejsimi a modernimi instrumentalnimi analytickymi metodami (SEC, MS,
termochemolyza a hlavn& NMR izotopu *C) doslo ke zmén& pohledu na strukturu
huminovych litek. A. Piccolo a kol. [34] navrhli novy supramolekuldrni model, ktery mél
nahradit ten dosavadni polymerni. Vyvratili dosud zndmou teorii, kterd popisuje HL jako
biopolymery v riznych organickych matricich. Tato teorie je totiz zalozena pouze na zakladé
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laboratornich experimenti s modelovymi molekulami a neni podlozena zadnymi pfimymi
dikazy [33, 34].

Autofti popsali HL jako micelarni asociace, které jsou pievazné stabilizovany hydrofobnimi
silami (van der Waalsovy sily, m—n vazby, CH-r vazby) pii pH=7. Usoudili, ze organické
kyseliny by pronikaly do vnitfniho (hydrofobniho) jadra micelarni struktury pfi neutralizaci
kyselych funkci huminovych latek z pH 7 na 2. Doslo by k asociaci mezi organickymi
kyselinami a HL kvili amfifilnim vlastnostem kyselin, které jsou schopny interagovat jak
s hydrofobnimi, tak hydrofilnimi doménami huminovych agregatd. Tyto interakce jsou
schopny narusit slabé sily, které stabilizuji huminovou strukturu [34].

Pomoci studii bylo zjisténo, ze struktura a usporadani HK je slozitéjsi, nez se puvodné
prepokladalo a s prvnimi experimenty bylo definovano nové pojeti, které nahlizelo na HK
jako na supramolekuly. Vzniklo tvrzeni, ze HL jsou relativné malé heterogenni molekuly
(< 2 000 Da), které nejsou stabilizovany silnymi kovalentnimi vazbami, jako v polymerni
teorii, ale slabymi disperznimi hydrofobnimi silami a vodikovymi vazbami, které jsou
zodpoveédné za velkou molekularni strukturu, kterd se zvySuje s rostoucim pH. V oblastech
nizkého pH vznikaji vodikové vazby, které zpusobuji destabilizaci supramolekuldarni
struktury, kvili cemuz dochazi ke zmenseni velikosti castic HK [34].

Simpson [35] navrhl model (viz Obrazek 11), ve kterém se HL sdruzuji v pfitomnosti kovi
za vzniku agregatd. Popsal huminové materialy jako komplexni smési, které se skladaji
z velkého poctu komponent, jako jsou napiiklad aromatické fragmenty ligninu, alifatické
kyseliny, polypeptidy, ethery, estery, polysacharidy, atd.

aromatické fragmenty ligninu

kationty kovi @
[ f'\ @ \
{ . . alifaticke retézce

o * ® polysacharidy

polypeptidy

Obrazek 11: Supramolekuldrni struktura dle Simpsona [35]
1.3.4 Vyuziti huminovych ldtek
Huminové latky byly v dfivejsich dobach pouzivany pfi 1é€eni onemocnéni (napt. 1éCent

ran, bahenni koupele). V posledni dobé se zvysil zajem o vyuziti téchto latek v prumyslu,
zemédélstvi, v ochrané zivotniho prostredi, ale i1 ve veterinarni a humanni mediciné [2, 36].
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Medicinské vyuziti

V mediciné se vyuzivaji k lécbam riznych nemoci, zejména k odstranéni tézkych kovu
z organismu diky jejich schopnosti tvofit komplexy s t&Zkymi kovy, jako Pb**, Cd**. Ag&koliv
huminové latky nemaji zadny vliv na srazlivost krve, krvacivost nebo pocet Cervenych
destiek, bylo zjisténo, ze za pfitomnosti HL disponuji Cervené krvinky vyssi schopnosti
transportovat kyslik v organismu. To napoméha k rychlejsimu 1éCeni riznych zranéni a zanétu
a dochdzi ke zkraceni nutné doby k vyléceni. HL také zvySuji propustnost bunééné stény, diky
¢emuz je mozny snadnéjsi prenos mineralnich latek z krve do kosti a bunék. Diky svym
protizanétlivym a antivirovym ucinkim a estrogenni aktivité se staly v lékarstvi dalezitymi.
Nekteré studie popisuji, ze huminové latky, predevsim FK, chrani pfed rakovinou a viry
zpusobujicimi rakovinu [2, 35].

Huminové latky maji i ve veterinarni mediciné §iroké vyuziti. HL maji stimulujici uc¢inek
na traveni a vyuziti zivin, zvysuji ochranu mladych zvitat proti infekcim, atd. Doplnék HK
do krmiva vede ktvorbé zdravého stfevniho epitelu, vyrovnani stfevni mikroflory a pH
v travicim traktu [2].

Vyuziti v zemédélstvi

Diky huminovym latkdm dochazi v zemédélstvi ke zvySovani kvality a produktivity pudy.
HL zlepsuji jeji fyzikdlni a chemické vlastnosti, irodnost i obsah vlhkosti. Pro své schopnosti
tvorit chelatové komplexy s prvky ulehcuje pfijem zivin rostlinnymi butikami, coz se pouziva
pfi kliceni a ristu rostlin. Napomahaji piijmu makro (P, K, N) i mikro (Zn, Fe) prvku, vazou
na sebe toxické latky, diky cemuz zabranuji jejich hromadéni v rostlindch. Diky urychlovani
biologickych procest dochazi ke zvySovani obsahu zivin (sacharidy, lipidy) a vitaminu
v rostlinach. Podporuji syntézu rostlinnych enzymu, kliivost, zvySuji Zivotaschopnost rostlin
a odolnost proti Skidcim. Dokazou zlepSovat skladbu pudy, stmeluji jeji Castice a diky tomu
i maji vliv na zadrzeni vody. V dnesni dobé se HL pouzivaji jako aditiva v hnojivech. Ruzné
huminové soli, jako humat vapenaty a draselny, zvySuji urodnost puady [2, 35].

Priimyslové vyuZiti

Vyznamného vyuziti dosahly huminové latky také v pramyslové oblasti. Diive byly
pouzivany jako soucast uhli v energetice, ale kvuli zvySovani ochrany zivotniho prostiedi byl
tento zpusob vyroby energie omezen a nahrazen. Ve stavebnictvi jsou huminové latky
pouzivané jako prisady, diky kterym Ize kontrolovat rychlost tuhnuti betonu. Mohou
ovliviiovat smacivost materialli, disperzitu i vytvrzovani. Nasly uplatnéni také v keramickém
prumyslu, kde se staly soucasti aditiv, které zvysuji odolnost materialu. Tyto pfisady na bazi
huminovych kyselin také pozitivné ovliviiuji reologické chovani porcelanovych hmot.
Materialy s huminovymi latkami také nasly uplatnéni v kozeluzstvi pii piipraveé kiize, kdy se
ze zaCatku pouzivaly jako barvivo, pozdéji jako prostfedek k upravé povrchu kize. Pro svoji
schopnost zvysit viskozitu byly HL pouzity v brusnych a fezacich pfistrojich, kde byly
pridavany do chladicich kapalin.

Huminové latky naSly vyuziti pii vyrobé plastd, a to zejména jako barviva pro barveni
Nylon 6 nebo PVC nebo jako zmékcovadla pii vyrobé PVC. Uplatnéni naSly HL také
ve vyrobe¢ filtra, které obsahuji jadro s HK. Tato jadra slouzi k odstrariovani karcinogennich
iontd chromu, pesticidd, barviv a fenolt a riznych uhlovodikovych sloucenin z primyslovych
a méstskych odpadnich vod [35, 37, 38].
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Ochrana Zivotniho prostredi

Pfirodni organické huminové latky (huminové a fulvinové kyseliny) jsou dualezité diky
schopnosti tvofit ve vodé nerozpustné komplexy s mnoha kovy vcetné radionuklidd. Tyto
organické latky proto mohou byt dulezitymi latkami pro transport radionuklidi v Zivotnim
prostiedi. Diilezitym Ukolem huminovych latek je odstrafiovani toxickych kovi, jako Pb**,
Cd**, Ni**, Cr**, organickych chemikalii a dalSich zne&istujicich latek. Byly vyvinuty
iontoméni¢ové materialy na bazi humatu vapenatého, které byly vhodné pro jejich odstranéni.
Materidly obsahujici HL jsou schopné sorbovat plyny, coz se vyuziva napf. pro odstrafiovani
odpadnich plynt z kafilérii ¢i k ¢isténi zemniho plynu od thiola a sirovodika [35].

1.4 Izolace huminovych latek z pevnych matric

Vlastnosti pudni organické matrice a zejména huminovych latek lze studovat pouze
ve volném stavu, to znamena ve stavu, kdyZ je vzorek zbaven anorganickych slozek pudy.
Proto je nejdiive nutné oddelit organickou hmotu od anorganické matrice naptiklad pisku,
bahna a jilu. Existuji razné techniky, které jsou pouzivany v zavislosti na povaze materidlu.
Nepolarni slouceniny jako vosky, tuky, pryskyfice, atd., 1ze extrahovat pomoci organickych
rozpoustédel (napf. hexan, ether, smési alkohol-benzen a dalsi). Pro izolaci jednotlivych
monomernich jednotek (jako aminokyseliny a sacharidy) byly pouzity postupy hydrolyzy.

Idealni extrakcni metoda je univerzalni a je mozné ji aplikovat na vSechny typy pudy
a kaustobioliti. Vede kizolaci materidlu extrahovaného z huminové latky, kterd dile
neobsahuje anorganické necistoty tzn. jil a vicemocné kationty, pfipadné residua piirodni
matrice [25, 33].

1.4.1 Anorganickd cinidla

V priubéhu let byla hodnocena ucinnost mnoha anorganickych roztokdi pouzivanych pfi
extrakci huminovych latek na zakladé jejich efektivity. Nektera anorganicka cinidla pouzita
pii extrakci jsou uvedena v Tabulce 2. Mezi uvedenymi ¢inidly se NaOH nejvice blizi
idedlnimu extrakénimu Cinidlu diky své efektivit€é a snadnosti odstranéni pifi purifikaénim
procesu. Nevyhodou pouziti tohoto ¢inidla je, ze pravdépodobné dochéazi k autooxidaci
huminovych latek. Huminové latky ziskané pomoci NaOH se proto li§i svym obsahem C, N,
O v porovnani s HK, které jsou extrahované jinymi Cinidly. Provedeni extrakce v dusikové
atmosfére by vSak mohlo pomoci v odstranéni tohoto problému [25, 33].

Zjinych studii na druhou stranu vyplyva, ze rozdily v mnozstvich a vlastnostech
extrahovanych HL ziskanych pomoci extrakce NaOH ve vzduchu a v prostfedi inertni
atmosféry jsou zanedbatelné. Problém nejspiSe neni ani tak v typu extrak¢niho cCinidla, jako
v normé pro stanovovani huminovych sloucenin, jelikoz je obtizné porovnavat data, ktera jsou
ziskana jinymi védci v disledku rozdilu v metodach izolace vzorki HL. Z divodu
nejednotnosti metod izolace, ktera byla prekazkou ve studiu huminovych latek, Mezinarodni
spole¢nost huminovych latek (IHSS) pfipravila jednotnou metodu k ziskani standardnich
vzorkt HL [25, 33, 39].
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Tabulka 2: Anorganicka cinidla pouZivand na extrakci HL (N — normalita) [33]

kyseliny zésady a soli
0,1 N HCI 0,1 N NaOH
0,025 N HF 0,5 N NaOH
1 % H3BO3 0,1 M NaxCOs3

0,5 M Na,COs, pH 10,5
0,2 M Na citrét, pH 7,0
0,1 M NaF
0,1 M NasP.0O7, pH 7,0
0,1 M Na4P,0O7, pH 9-10
0,2M Na; - EDTA

mocovina

Pti pouziti metody IHSS je navrzeno pouziti 0,1 M roztoku NaOH pro extrakci kvili jeho
mirnéjsi povaze resp. omezeni hydrolyzy. Timto zplsobem se snizuji Sance na Skodlivé
zmeény, které by mohly nastat pii extrakci 0,5 M NaOH. U NaOH plati, ze ¢im vyssi
koncentrace roztoku, tim vice bude extrahované latky, ale zaroven bude i vySsi Sance, ze
dojde k chemickym zménam v extrahovanych HL. Mimo jiné se Casto pouziva také
pyrofosfore¢nan sodny, NasP>O7, pro extrakci HL z pid s vysokym obsahem seskvioxidu,
ktery ale oproti NaOH neni tak ucinny. Predpoklada se, ze chelace fosforeCnanem hlinitym
nebo Zzelezitym a dalSich kovovych sekvioxidickych iontd zvySuje rozpustnost HL a tim
zvySuje ucinnost extrakce. Mezi dalsi chelatacni cinidla patfi napt. EDTA. Pro zvySeni
ucinnosti pyrofosfati se doporucuje roztok s hodnotou pH 9 a 10. Extrahované mnozstvi HL
je nicméné obvykle mensi nez mnozstvi ziskané s NaOH. Nevyhodou metody s pouzitim
NasP>07 je velmi obtizné Cisténi extrahované huminové matrice. Schnitzer a kol. [15]
po provedeni extrakce HL kyselinami napi. HCI, ziskali pouze fulvinové kyseliny, z davodu
rozpustnosti pouze této frakce v kyselych roztocich [33].

1.4.2 Organickd cinidla

Volba pouziti organickych Cinidel pfi extrakci a izolaci huminovych latek z pud a dalSich
pfirodnich matric vychdzi ztouhy vyhnout se chemické zméné v extrahovaném produktu.
Byla testovana fada organickych rozpoustédel, ktera lze vidét v Tabulce 3, ackoliv zadné
z nich nebylo uspokojivé. Z experimentt bylo zjisténo, Ze pouziti organickych rozpoustédel je
problemati¢téjs§i oproti pouziti anorganickych rozpoustédel. Organicka Cinidla se ukazala byt

ze jejich mozna interakce s HL ztézuje Cisténi extrahovanych frakei z HL [25, 33].

Vyzkumy s pouzitim kyseliny mravenci pro extrakci HL ukazuji, ze za urcitych podminek
lze extrahovat az 55 % organické hmoty z mineralnich pid a az 80 % HL z humusu kyselinou
mravenci obsahujici LiF nebo LiBr. Kyselina mravenc¢i je nejacinnéjsi u pud, kde velka ¢ast
organické hmoty je ¢aste¢né zvlhcena [33].
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Tabulka 3: Organicka cinidla pro extrakci HL [33]

kyseliny zasadité a neutrdlni latky

kyselina mravenci acetonitril
kyselina stavelova benzen

chloroform

dichlormetan
dimetylsulfoxid
dioxan
ethanol
ether

fenol

IHSS metoda

Metoda, ktera byla vyvinutd Mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych litek
(International Humic Substance Society IHSS), je piijatelnou metodou pro extrakci HL
z kaustobioliti a dalSich pfirodnich matric. IHSS uvedlo, Ze se nejedna o doporucenou nebo
schvalenou metodu, ale o metodu, ktera byla shledana jako vyhovujici pro vétSinu typu
ptirodnich matric a kterou lze provadét ve vétsSing€ laboratofi. Poskytuje relativné vysoké
vytézky a lze ji pouzit jako standardni metodu pro srovnavani mezi laboratofemi jakoz
i v ramci nich. Tato metoda je zalozena na alkalické extrakci v dusikové atmosfére, jak bylo
psano drive. Vyuzivd solubilizaéni vlastnosti jednotlivych frakei HL kjejich oddéleni.
Dulezitou soucasti této metody je pouziti sorpcni pryskytice XAD-8 v procesu cisténi [25, 39,
40].

NAGOYA metoda

Metoda NAGOYA (podle univerzity Nagoya v Japonsku) urcuje typ huminové kyseliny
na zakladé jejiho mnozstvi a optické hustoty resp. absorbance jejich vodnych roztokt. Tato
metoda byla v porovnini s metodou IHSS efektivnéj§i v alkalické extrakci. Zatimco je
v metodé THSS pouzit 0,1 M NaOH o objemu desetindsobku hmotnosti vzorku pfirodni
matrice, v NAGOYA metod¢ je pouzity objem ¢inidla 300—-nasobku obsahu uhliku ve vzorku
pudy. Objem extrakcniho Cinidla v této metodé tedy ve velké mife zavisi na obsahu HL
v puvodni pfirodni matrici. Dal§im rozdilem mezi témito metodami je postup Cisténi
fulvinovych kyselin. Frakce FK obsahuji latky, které se oznacuji jako huminové latky, ale
obsahuji i jiné organické latky nehuminového charakteru, jako lipidy, peptidy, uhlovodiky.
V NAGOYA metodé bylo uvedeno, ze fulvinové kyseliny se skladaji z huminovych
i nehuminovych latek, coz zpusobuje, ze je velmi tézké rozlisit ve frakcich FK, co jsou
huminové latky a co ne. Proto u této metody nedochazi k vyluCovani neadsorbovanych
materiali na pryskyfici, protoze se predpoklada, ze tyto materialy jsou dulezitymi slozkami
fulvinovych kyselin z hlediska jejich mnozstvi a ulohy v pfirodnim prostfedi. Fulvinové
kyseliny se vtéto metodé purifikuji pomoci dvou druhti pryskyfic — nerozpustného
polyvinylpyrolidénu (PVP) a XAD-8 [40].
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Studium a charakterizace jednotlivych organickych frakci HL se Casto 1isi kvuli technikam,
které byly pouzity pro izolaci. Frakcionace huminovych latek obohacuje nase védomosti
o velikost ¢astic HL, o molekulovou hmotnost, o obsahu funk¢nich skupin nebo o prvkovém
slozeni. Jednotlivé organické frakce l1ze urCit na zakladé riznych fyzikalnich a chemickych
parametra, podle kterych frakcionacni metody délime na fyzikalni a chemické. Chemické
metody byvaji Casto destruktivni oproti t€ém fyzikalnim. S rozvojem instrumentalnich technik
jsou frakcionacni metody ¢im dal tim Castéji upfednostiiovany, hlavné ty chromatografické
[41]. Pro charakterizaci huminovych latek 1ze pouzit fadu analytickych metod jako UV/Vis
a fluorescencni spektrometrii, plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC/MS),
hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci (ESI/MS), ale zadna z nich sama o sobé
neni dostacujici k objasnéni molekularni struktury téchto koloidnich latek [42].

Kurkovd M. a kol. [43] se ve své praci zabyvali izolaci, charakterizaci HL a nasledné
porovnavali vzorky huminovych kyselin (HK) z oxidovaného uhli (tzv. oxyhumolitu). Pro
izolaci huminovych kyselin byly pouzity tyto vzorky — ¢erné uhli zvétralé na povrchu, cerné
uhli pozménéné oxidaci a vzorky HK vytvorené oxidaci Cerného uhli za riznych teplot a Casu.
Sada vzorki byla doplnéna vzorkem huminovych kyselin izolovanych z oxyhumolitu
a vzorkem HK izolovanych z lignitu. Zjistili, ze huminové kyseliny izolované z jednotlivych
vzorkt uhli se navzajem li§i stupném zuhelnaténi a podminek, za kterych byly vytvofeny.
Slozeni HK izolovanych zlignitu oproti oxidovanému c¢ernému uhli bylo dano vysSimi
hodnotami vodiku a niz§imi hodnotami uhliku, kysliku a stupném aromaticity. Bylo
potvrzeno, ze slozeni a dal§i vlastnosti (napf. pKapp, stupeni aromaticity) huminovych kyselin
izolovanych z ¢erného uhli jsou ovliviiovany teplotou a dobou oxidace.

Doskocil a kol. [44] se ve své praci zabyvali studiem HK izolovanych z lignith z riznych
lokalit ve stfedni a vychodni Evropé, konkrétné se jednalo o vzorky z Bulharska (Balsha
a Maritza), Srbska (Kostolac), Polska (Konin) a Ceské republiky (Jizni Morava). Huminové
kyseliny byly extrahovany z ligniti pomoci upraveného postupu doporu¢eného IHSS. Vzorky
byly nejdfive jemné namleté na zrnitost mensi jak 0,2 mm a nasledné byly dekalcifikovany
0,1 M roztokem kyseliny chlorovodikové. Tento proces mél za nasledek snizeni
anorganickych ptimeési (popelu) v prepardtech HK. Obsah popela v studovanych huminovych
kyselindch se pohyboval v rozmezi 0,5 — 23,5 hm. %, pficemz se autorim podafilo zjistit, ze
vzorky Balsha a Kostolac maji nejvyssi obsah popela. Dale bylo zjisténo, ze vzorky lignitu
z Jizni Moravy a Polska byly nejbohat§im zdrojem HK. Nejvyssi obsah uhliku byl
analyzovany u vzorku polského lignitu, kde zaroven byl zjiStén nejnizsi obsah kysliku.
Nejnizsi obsah uhliku byl analyzovan u vzorku HK pochézejici z bulharské lokality Balsha.

Fong a kol. [45], jejichz cilem byla extrakce a charakterizace huminovych kyselin vzorku
uhli pomoci FTIR a UV/Vis analyzy, ve své praci dospéli k zavéru, ze vytézek extrakce zavisi
na extrakénim Cinidle a jeho koncentraci. Extrakce KOH poskytovala HK s vice kyselymi
funkénimi skupinami a niz§im obsahem popela a rovnéz poskytla lepsi vytézek ve srovnani
s NaOH. Infrafervena spektra HK extrahovanych KOH a NaOH si byla podobna stejné jako
spektra ziskand metodou UV/Vis.
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2.1 Fyzikalni frakcionace

Jednou z nejcastéji pouzivanych metod fyzikalni frakcionace je ultrafiltrace s pouzitim
filtrG s riznou velikosti pora. Filtry se obecné oddé€luji na zaklade linearnich velikosti nebo
rozmért, a ne nutné podle velikosti molekul. Nejcastéji se pouzivaji dva typy filtri, a to
hloubkové a membranové. Hloubkové filtry, napt. ze sklenénych vlaken, funguji na principu
sita. Membranové filtry funguji také jako sita a oproti hloubkovym filtrim nepropousti latky
vetsi, nez je velikost pord. Mezi membranové filtry se fadi acetat celulézové, dusiCnan
celulozové nebo stiibrné filtry. Dalsi metodou je napiiklad separace s usazovanim cCastic
s rozdilnou hustotou [33].

Lobartini a kol. [46] ve své préaci extrahovali ultrafiltraci frakce huminové Kkyseliny
s riznou molekulovou hmotnosti a analyzovali je infraCervenou spektrometrii, elektronovou
mikroskopii a metodou izotachoforézy. HL byly extrahovdny 0,1 M roztokem NaOH
v poméru puda:NaOH 1:10. Huminova kyselina byla oddélena od kyseliny fulvinové
okyselenim roztoku HCI a byl uplatnén postup pro izolaci HL dle IHSS. Frakcionace HK byla
provedena rozpusténim 0,5 g lyofilizované HK v 0,5 M NaOH pomoci ultrafiltracni Amicon
cely. Pomoci uvedenych metod bylo zjisténo, ze frakce podobnych molekulovych hmotnosti
obsahovaly podobné slouceniny. Tyto vysledky nepodporuji koncept HK jako heterogenni
smési sloucenin, ale ukazuji, ze huminové kyseliny mohou mit slozeni vice homogenni.

Ukalska-Jaruga a kol. [47] ve své praci zkoumali molekularni charakterizaci frakci ptidnich
organickych latek (huminovych a fulvinovych kyselin a huminu), které jsou nejreaktivnéjsimi
slozkami pudy. Vtéto praci byly pouzity spektroskopické (UV/Vis a Vis/near IR
spektrometrii) a elektrochemické (zeta potencidl, polydisperzni index) metody k nalezeni
rozdild formovani, slozeni a sorpénich vlastnosti frakci HL pochazejicich z riznych pud. HK
a FK byly izolované sekvencni extrakci v alkalickych a kyselych roztocich podle THSS,
zatimco huminy HU byly stanoveny z pudniho zbytku digesci mineralni frakce za pouziti
smési 0,1 M HCl a 0,3 M HF. Spektrometrickd analyza potvrdila niz§i molekulovou hmotnost
u vzorkd FK s vysokym obsahem sloucenin podobnych ligninu. Humin byl charakterizovan
kondenzovanou strukturou spojenou s nejvyssi molekulovou hmotnosti. HK a HU molekuly
vykazovaly mnozstvi kyselych, fenolickych a aminovych funkénich skupin v aromatickém
kruhu a v postrannich fetézcich, zatimco FK vykazovaly predev§im pfitomnost methylu,
methylenu, ethenylu a karboxylovych reaktivnich skupin.

2.2 Chemicka frakcionace

Metody chemické frakcionace lze rozdelit na zakladé rozdilné rozpustnosti organickych
slouCenin v riznych extrak¢nich Cinidlech a rozpoustédlech, pomoci kterych lze extrahovat
huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy. Extrakce je nejcastéji provadéna ve vodé,
ve vodnych roztocich o rizné iontové sile, v zasadach (NaOH). Kromé extrakce mezi
chemické metody separace patii také oxidace a hydrolyza, kterd se provadi vodou nebo
kyselinami (HCI nebo HF). Vyhodou téchto metod je, ze diky nim ziskavame Cisté organické
frakce bez minerdlniho podilu [1, 48, 49].

Jednou z nejrozsiren€jSich a nejvyuzivané€jSich oxidacnich metod je tzv. Stevensonova
alkalickd extrakce s vyuzitim extrakéniho ¢inidla NaOH a Na,PO7;. Dochéazi béhem ni
k extrakci huminovych a fulvinovych kyselin do roztoku, zatimco huminy jsou soucasti
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pevného zbytku vzorku. Poté je roztok okyselen koncentrovanou HCI na pH = 2 nebo mensi,
diky ¢emuz dojde k vysrazeni HK a pomoci centrifugace se oddéli od FK. Nevyhodou této
metody je rozpusténi doposud nehumifikované organické hmoty, ktera predstavuje pouze
fragmenty dekompozice OM a oxidace organickych sloucenin pii kontaktu se vzduchem [1].

Neyroud a kol. [50] studovali huminové a fulvinové kyseliny, které byly podrobeny ctyfem
za sebou jdoucim hydrolyzdm s roztokem 2 N NaOH pfti 170 °C po dobu tfi hodin. Po kazdé
hydrolyze byly produkty degradace extrahovany v ethylacetitu, methylovany, separovany
chromatografickymi metodami a identifikované hmotnostni spektrometrii a IR spektroskopii.
Pomoci hydrolyzy s roztokem NaOH byly ziskany ctyfi frakce HK a stejny pocet FK. Frakce,
které byly rozpustné v ethylacetdtu, byly oznacovany jako HAI, HAIIL, atd. Kazda frakce
rozpustnd v ethylacetdtu byla vysuSena na rotacni odparce v malém objemu CH3OH. Bylo
zjisténo, ze zatimco je alkalickd hydrolyza §tépici C—O vazby do urcité miry vhodna pro
degradaci strukturnich fenolovych slozek HK a FK, pro slozité aromatické struktury, které
jsou navzdjem vazané C—C vazbou a které obsahuji minimum kysliku, jsou relativné
neucinng.

Ve své praci [51] autofi navrhli mirnou frakcionaci pro odstranéni molekul z komplexu
huminovych latek. Tento typ frakcionace, ktery je mozné nazvat sekvencni chemickou
frakcionaci, zacind nejdfive extrakci organickymi rozpoustédly, kdy nedochazi k poruseni
jakékoli kovalentni vazby. Poté nastiva transesterifikace slabym roztokem BF; v methanolu
a solvolyza alkalickym roztokem KOH v methanolu, kdy dochézi ke §t€peni kovalentnich
vazeb mezi slabé vazanymi esterovymi jednotkami. Charakteristika vychoziho a kone¢ného
materidlu byla provedena pomoci GC-MS, HPSEC-ESI-MS v zdvislosti na rozpustnosti
ziskanych frakci molekul ve vodé, pficemz metodou NMR spektrometrie byly ziskany dalsi
strukturni informace. Bylo zji§téno, ze Cast nasycenych kyselin je volné vazana v huminové
latce, avSak vétsina n-alkylovych kyselin se podilela na esterovych vazbach a byla oddélena
pouze hydrolyzou. Hydroxylové kyseliny a n-alkoholy se nachazely ve vSech frakcich, i kdyz
v rozdilnych mnozstvich, pfiCemz nejvétsi mnozstvi hydroxylovych sloucenin mély frakce
pojmenované ORG1 a ORG2. Polyhydroxylované slouceniny jako karbohydraty, aminocukry
a jejich derivaty byly zastoupeny nejvice ve frakci AQU2, coz je priCinou vysoké
hygroskopicity této frakce. V organickych frakcich ORG2 a ORG3 bylo objeveno nejvétsi
mnozstvi linearnich sacharidi a steroidd, coz doklada, ze tyto organické frakce jsou
nejpevnéji vazané v huminové matrici.

2.3 Frakcionace chromatografickymi metodami

Chromatografické metody patii mezi nejdilezitéjsi separacni metody, kterymi je mozné
analyzovat slozité smési biologickych molekul, analyzovat plyny, stanovovat ionty. Jedna se
o separacni metody, které jsou zalozené na rozdilné afinité délenych latek k mobilni
(pohyblivé) a staciondrni (nepohyblivé) fazi, které musi byt nemisitelné. Staciondrni fize
muze byt tvofena pevnou latkou nebo kapalinou, ktera je zachycena v pevném materialu.
Mobilni faze je tvofena kapalinou nebo plynem. Diky jejich vysoké ucinnosti jsou tyto
techniky schopné rozdélit extrahovanou organickou hmotu na nékolik frakci na zakladé
odlisné velikosti molekul, rozdilné polarity, na zadkladé rozdilného naboje nebo na odlisné
adsorpci k danému sorbentu [52, 53].

29



Technika frakcionace molekulové hmotnosti pomoci gelové chromatografie se vyuziva
v charakterizaci organického materialu nachdzejiciho se v pude, sedimentech a v pfirodnich
vodach. Zejména pouziti Sephadex geli se nejCastéji pro tento uUcCel uvadi v literatufe.
K zjisténi co nejrealn€jsi molekulové hmotnosti je nutné vzit v ivahu nékolik faktort napf.
rozmér kolony, mnozstvi aplikovaného vzorku, pH a koncentrace a slozeni eluentu atd., které
maji na ni vliv. V této préaci [54] autofi navrhovali zmény nékterych z téchto proménnych
ajejich dusledky sucinnosti techniky. Pro ucely této prace byla HK v koncentraci
800 mg:dm™> ve vodé frakciovana pomoci Sephadex Gel G-75. Bylo zjiiténo, ze gelova
permeace je zdvisld na interakcich gel-rozpusténa latka a do jaké miry k nim dochédzi. Aby
bylo mozné nezadouci interakce eliminovat, je nutny vybér eluentu. Autofi zjistili, ze u€inné
zmény vzorku nebo eluentu zplisobuji zmény v permeacnich chromatogramech gelu
Sephadex, které nelze jednozna¢né interpretovat. Iontova sila a interakce gel-roztok mohou
ovlivnit transport HL skrz gelovy sloupec a vést k nespravnym profilim stfedni molekulové
hmotnosti.

V této praci [S5] se autofi zabyvali extrakci atrazinu ze zemédélské pudy Soxhletovou
metodou, pfiCemz vzorky byly poté charakterizovany pomoci UV/Vis a FTIR spektrometrii.
TLC chromatografie byla poté pouzita pro kontrolu Cistoty vzorku extrahovaného z pudy.
TLC analyza byla provedena v systému rozpoustédel methanol:voda v poméru 80:20.
Na zakladé vysledkt bylo zjisténo, ze metoda TLC je ucinna a mohla by byt pouzitelna jako
jednoducha laboratorni metoda k detekci herbicida.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité metody a pristroje

véhy, d=0,01 g, (MERCI, S.R.O.);

elementarni analyza CHNS/O — Euro Vector EA 3000;
termogravimetricky analyzitor TG Q5000, TA Instruments;
UV/Vis spektrometrie (Hitachi U3900H);

FTIR spektrometr (Nicolet iS50, Thermo Fischer Scientific, Inc);
fluorescencni spektrometr (steady-state) Edinburgh Instruments FS5;
lyofolizace (lyofilizator Vir-Tis);

rotacni odparka;

sklenéna kolona mala pro DAX-S;

sklenéna kolona velka pro Amberlite IR 120;

TLC desticky, Silica gel na TLC Al folie (Sigma Aldrich);
pozorovaci box s UV zdrojem zareni.

3.2 Pouzité chemikalie

0,1 M NaOH (Sigma Aldrich s.r.0.);

0,1 M HCI (Sigma Aldrich s.r.0.);

0,3 M HF (Sigma Aldrich s.r.0.);

NaHPO4-2H>0, NaH>PO4- 2H>0 (Sigma Aldrich s.r.0.);
KClI (Sigma Aldrich s.r.0.);

KBr pro FTIR spektrometrii (Sigma Aldrich s.r.o.);
methanol p.a. (Sigma Aldrich s.r.0.);

ethylacetat (Sigma Aldrich s.r.0.);

aceton (Sigma Aldrich s.r.0.).

3.3 Zakladni fyzikalné-chemicka charakterizace oxyhumolitu

Vzorek oxyhumolitu byl charakterizovan zékladnimi fyzikalné-chemickymi metodami jako
je metoda elementarni analyzy (EA), termogravimetrické analyzy (TGA) a infraCervenou
spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR), diky kterym bylo mozné zjistit jeho
prvkové slozeni a obsah funkcnich skupin.

3.3.1 Elementdrni analyza

Pomoci elementarniho analyzatoru EA 3000 bylo ziskano elementarni slozeni vzorku
oxyhumolitu. Kalibrace elementdrniho analyzitoru byla provedena pomoci standardni litky
4-amino-benzen-sulfonamidu. Navazené vzorky nativniho oxyhumolitu a oxyhumolitu
po extrakci byly spdleny v kyslikové atmosféfe pii pracovni teploté reaktoru 980 °C. Prvkové
slozeni oxyhumolitu bylo zji§téno pomoci vyhodnocovaciho programu Callidus, verze 5.1.
Ziskané elementarni slozeni bylo prfepoc¢teno na atomova procenta (at. %).
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3.3.2 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetrickd analyza byla provedena pro vzorek nativniho oxyhumolitu a pro
vzorek oxyhumolitu po extrakci HL na pfistroji TA Instruments TGA Q5000, jehoz vysledky
meétfeni byly zaznamenavany pocitaovym softwarem. Vzorky oxyhumolitu byly spaleny
z laboratorni teploty na kone¢nou teplotu pece 1000 °C v atmosfére vzduchu s pritokem
50 ml'min~" a s rychlosti ohfevu pece 10 °C'min~'. Ze ziskanych dat byl stanoven obsah
nespalitelného podilu (tj. popela) a také obsah celkové vlhkosti.

3.3.3 Infracervena spektrometrie

Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci byla v této diplomové préaci pouzita
k ziskani zékladnich informaci o struktufe, povaze a obsahu jednotlivych funkénich skupin
nachdzejicich se v oxyhumolitu. Pro ziskdni FTIR spekter byla pouzita metoda DRIFT
(Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy).

Vzorek pro méfeni infracerveného spektra oxyhumolitu byl pfipraven rozetfenim 100 mg
pfedem vyzihaného KBr v achatové tieci misce a poté byly pfidany 3 mg oxyhumolitu. Tato
smés byla nasledné homogenizovana, a takto pfipraveny vzorek byl vlozen do nastavce
difuzné-reflexni jednotky spektrometru. DRIFT spektra byla namétfena na FTIR spektrometru
Nicolet iS50. Vsechna infradervena spektra byla méfena v rozmezi vinoéti od 4000-400 cm'!
s rozlifenim 8 cm™ a s celkovym poétem akumulovanych skend 512. FTIR spektrum bylo
pfevedeno na jednotky Kubelka-Munk, které odpovidaji jednotkam absorbance pfi
transmisnim meéfeni. Infracervené spektrum vzorku bylo normalizovano na hodnotu
nejintenzivnéjSiho absorpcniho pasu nachazejiciho se ve spektru.

3.4 Izolace huminovych latek z oxyhumolitu

Izolace huminovych latek z oxyhumolitu Bilina byla provedena na zakladé postupu
mezinarodni spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS). K 50 g vzorku oxyhumolitu,
navazeného s presnosti na 2 desetinna mista, bylo pfidano 1000 ml 0,1M roztoku HCI a toto
mnozstvi se nechalo tfepat na rotaéni tfepacce po dobu jedné hodiny s rychlosti 10 ot-min™".
Tento krok byl ureny k odstranéni anorganickych piimési ze vzorku, jako jsou
napi. uhli¢itany atd. Suspenze byla dale odstfedéna pii 4800 ot-min~' po dobu 15 minut.
Kapalny podil byl odstranény a k pevnému podilu bylo pfidano 1000 ml 0,1M roztoku NaOH.
Takto vznikla suspenze byla nechana na rotaéni tfepadce prfes noc pii 10 ot-min '. Timto
krokem vznikl vyloh ze vzorku oxyhumolitu, ktery obsahoval HK, FK, HU a lehce
hydrolyzovanou OM. Suspenze byla poté znovu odstfedéna v odstiedivce pii 4800 ot-min!
po dobu 45 minut. Vznikly supernatant byl dale prefiltrovan za snizeného tlaku kvili
odstranéni pripadnych necistot, které nebyly odstranény pii centrifugaci.

3.5 Separace huminovych kyselin

Alkalicky roztok s obsahem HL z pfedchazejici kapitoly byl dale okyselen koncentrovanou
HCI (35 obj. %) na hodnotu pH~1. Okyselenim roztoku doslo ke koagulaci HK, béhem které
dochdzelo k dplnému zabaleni , makromolekularniho® klubka HK. Roztok byl ponechan
v lednici po dobu dvou dni. Vysrazené HK byly nasledné odstranény centrifugaci
od supernatantu pii otackach 4800 ot'min ! po dobu 45 minut. Roztok nad vysrazenymi HK
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byl prefiltrovan a ponechan pro pozdé&jsi izolaci FK. Vysrazené HK byly poté znovu
rozpustény v demineralizované vodé a dané na rotaéni tfepacku pfi 10 ot'min~! pfes noc.
Suspenze byla znovu odstfedéna pfi 4800 ot'min'a roztok nad vysraZenymi HK byl
prefiltrovan a ponechan na pozdé¢jsi izolaci FK. Vysrazené HK byly znovu rozpustény
ptidavkem 500 ml 0,1M roztoku KOH. K roztoku bylo nasledné pfidano 11 g KCl a poté byl
roztok odstfedén v odstiedivce pii 4800 ot-min™! po jednu hodinu. V tomto kroku dochdzelo
k uvoliiovani  nerozpustnych frakci, jako jsou HU a anorganickych pfimési,
z makromolekularniho klubka HK. Je nutno podotknout, ze béhem koagulace HK dochazi
k adsorpci nerozpustnych HU nachdzejicich se v supernatantu na povrchu koagulovanych
HK, a nasledné jsou tyto nerozpustné frakce HL ,juzamceny“ ve sférické struktuie HK.
Po odstranéni nerozpustné frakce byl roztok HK okyselen koncentrovanou HCIl (35 obj. %)
na hodnotu pH~1 a byl ponechan, stejn€ jako v ptfedchozim ptipadé v lednici. Vysrazené HK
byly nasledné oddé&lené od supernatantu centrifugaci pii 4800 ot'min™' za po dobu jedné
hodiny. Roztok vysrazeny nad HK byl prefiltrovany a uchovany pro pozd¢jsi izolaci FK.
K vysrazenym HK bylo pfidano 500 ml roztoku smési 0,1M HCI a 0,3M HF. Tato vznikla
suspenze byla ponechana na rotacni tfepacce po dobu jednoho tydne. Nasledné byly HK
oddglené od supernatantu centrifugaci pfi 4800 ot'min~' po dobu jedné hodiny. HK byly déle
prevedeny do dialyza¢ni membrany s péry o velikosti 1000 Da. Dialyza probihala 8 dni
v ultracisté vodé. Po dialyze byly HK prevedené do lyofilizacnich banck, dale byly
vymrazené na rotacni vakuové odparce a poté byly lyofilizované na laboratornim lyofilizatoru
do uplného vysuseni.

3.6 Separace fulvinovych kyselin

Kvili tomu, ze jsou FK rozpustné v alkalickém, ale i v kyselém prostiedi a roztoky,
ze kterych byly fulvinové kyseliny izolované obsahovaly i jiné rozpusténé organické latky,
bylo nutné vyuzit metodu selektivni adsorpce na hydrofobni pryskytici DAX-S8.

3.6.1 Priprava kolony s pryskyrici DAX-8

Mnozstvi pryskyfice DAX-8, které bylo ddno rozméry sklenéné kolony, bylo ptevedeno
do kadinky, kterd se naplnila methanolem tak, aby hladina nad vrstvou DAX-8 byla
minimalné 2 cm vysoka. Takto ziskana suspenze pryskyfice a methanolu byla michana
pomoci tyCinky po dobu 15 min. Nasledné byl methanol slit a pryskyfice byla promyta
destilovanou vodou (tento postup byl proveden 10krat). Po pfevedeni pryskyfice do kolony
sahala destilovanad voda piiblizn€é 2 cm nad pryskyfici, aby nedochazelo k wvysychani

pryskyfice.
3.6.2 Adsorpce fulvinovych kyselin na pryskyrici DAX-8

Roztok FK byl pfed separaci podroben ultrafiltraci s filtrem s pory o velikosti 0,45 pm.
Timto krokem byl roztok zbaven piipadnych nezadoucich pevnych Ccastic, pfipadné
vysrazenych zbytkih HK z roztoku. Poté byl prefiltrovany roztok naddvkovan na kolonu.
Po nadavkovani veskerého obsahu FK byla kolona promyvana destilovanou vodou, dokud
nebyla absorbance vody na vystupu z kolony pfi vinové délce 350 nm mensi nez 0,015. Tento
krok mél za ukol odstranit z kolony rozpusténou organickou hmotu, ktera je tvofena z velké
casti nezadoucimi lehce hydrolyzujicimi organickymi kyselinami. Nasledné byla provedena
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desorpce fulvinovych kyselin z pryskyfice pomoci roztoku 0,1M NaOH, dokud nebyla
absorbance desorp¢niho roztoku na vystupu z kolony pii vinové délce 350 nm mensi nez 0,03.
Po adsorpci FK na pryskyfici DAX a jejich nasledné desorpci bylo nezbytné provést
regeneraci pouzité pryskyfice a pfipravit ji tedy k dalSimu pouziti. Tato regenerace byla
provedena promyvanim pryskyftice 0,1 M HCl. Promyvéani probihalo, dokud hodnota pH HCl
vytékajici z kolony nebyla stejna s pH HCI na vstupu do kolony. Na zavér pak byla kolona
32krat promyta destilovanou vodou dokud, stejné jako v predchozim pfipadé, nebyla hodnota
pH vody na vystupu z kolony stejnéd jako na vstupu do kolony. Destilovand voda byla poté
ponechana v koloné tak, aby sahala piiblizn€ 2 cm nad pryskyfici a nedoslo tedy k vysychani

pryskyfice.
3.6.3 Protonace fulvinovych kyselin na pryskyrici

Protoze predeslym krokem z pryskyfice DAX-8 byly ziskdny fulvinové kyseliny ve formeé
sodnych soli — fulvat, bylo nutné FK znovu naprotonovat. Z alkalického roztoku FK byly
pomoci katexu Amberlite IR 120 odstranény sodné kationty Na*, které byly nahrazeny
vodikovymi protony H.

Katex byl zality ultraCistou vodou a takto vznikla suspenze byla michana pomoci tyCinky
po dobu 15 minut. Nasledné byla suspenze pievedend do sklenéné kolony a hladina
destilované vody sahala pfiblizn€ 2 cm nad pryskyfici, aby nedochézelo k jejimu vysychani.

Roztok FK ziskdn z predeslého kroku byl opakované prolévan kolonou, dokud neklesla
hodnota vodivosti pod hodnotu 120 pS-cm™!. Poté byla kolona promyvéna deionizovanou
vodou, dokud hodnota absorbance na vystupu z kolony pfi vinové délce 350 nm nedosdhla
hodnoty <0,015. Po dosahnuti této hodnoty absorbance bylo potfeba provést regeneraci
pouzité pryskyfice a pripravit ji k dalS$imu pouziti. Vymyti adsorbovanych sodnych ionta bylo
provedeno pomoci 0,1M HCI. Nejprve byla kolona promyta objemem 1000 ml 0,1M HCI
apoté byla promyvédna destilovanou vodou, dokud se pH vody na vystupu z kolony
nepohybovalo kolem hodnoty 7. Do kolony bylo opét nalito takové mnozstvi vody, aby jeji
hladina byla cca 2 cm nad pryskyfici a nedochazelo tedy k vysychani pryskyfice. Vstup
dokolony byl nésledné zakryt parafilmem.

Roztoky FK byly dale zakoncentrovany a vymrazeny na rotaéni vakuové odparce
anasledné lyofilizovany na laboratornim lyofilizatoru do uplného vysuSeni. Poté byl
z lyofilizacnich ban€k odebran vytézek FK ve formé svétle hnédého prasku, ktery byl zvazen
na analytickych vahach.

3.7 Charakterizace huminovych a fulvinovych kyselin a huminu

Huminové latky ziskané izolaci byly podrobeny zdkladni fyzikalné-chemické charakterizaci
za ucelem stanoveni elementarniho slozeni, Cistoty, aromaticity, stupné humifikace, obsahu
funk¢nich skupin a dalSich informaci, které se tykaji struktury téchto latek. Ziskané vzorky
huminovych a fulvinovych kyselin a huminu byly charakterizovdny metodou elementarni
analyzy (EA), termogravimetrie (TGA), infraervené spektrometrie (FTIR), UV/Vis
spektrometrie a ustalené fluorescencni spektrometrie (steady-state).
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3.7.1 Elementdrni analyza

Prvkové slozeni vzorkti HK, FK a HU bylo zjisténo pomoci elementarniho analyzatoru EA
3000. Vzorky HL ziskané z oxyhumolitu byly podrobeny elementdrni analyze stejnym
zpusobem jako v pfipadé oxyhumolitu. Pomoci standardni latky 4-amino-benzen-sulfoamidu
byly ziskany kalibracni kfivky pro jednotlivé prvky. Navazené vzorky huminovych latek byly
spaleny v kyslikové atmosfére pti pracovni teploté 980 °C. Vsechny vzorky huminovych latek
(HK, FK, HU) byly navazeny celkem ve tfech opakovanich. Elementarni slozeni bylo zjisténo
pomoci vyhodnocovactho programu Callidus, verze 5.1. Ziskané elementarni slozeni bylo
prepocteno na atomova procenta (at. %).

3.7.2 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetrickd analyza byla provedena pro vSechny vzorky HL, tj. HK, FK a HU.
Rovnéz jako v predchozim ptipadé byl i zde pouzit pristroj TA Instruments TGA Q5000,
jehoz vysledky méfeni byly zaznamenavany pocitacovym softwarem. Vzorky HK, FK, HU,
jejichz navazka Cinila ~ 1 mg, byly spaleny z laboratorni teploty na konecnou teplotu 1000 °C
v atmosféfe vzduchu s pritokem 50 ml/min a srychlosti ohfevu pece 10 °C/min.
Z namétenych dat byl stanoven obsah nespalitelného podilu (tj. popela) a celkové vlhkosti.

3.7.3 UV/Vis spektrometrie

Podstatou UV/Vis spektroskopie je absorbance ultrafialového a viditelného zatfeni, coz je
oblast 200 az 1000 nm. Tato metoda byla pouzita v této diplomové praci za ucelem primarni
charakterizace ziskanych vzorkti huminovych a fulvinovych kyselin a huminu. Na zakladée
provedené literarni reSerSe byly vybrany nasledujici absorpéni koeficienty Eo/Es, Eo/E3, E4/Es
a Eer/Egz, které byly ziskané pomérem absorbanci pii piesné definovanych vinovych délkach.

Pro ur€eni absorp¢niho koeficientu E4/Es, tzv. humifika¢niho indexu byly pouzity roztoky
vzork® o koncentraci 50 mg-dm . Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky studovanych HK,
FK a HU o hmotnostni koncentraci 100 mg-dm™ vzniklého rozpusténim 5 mg vzork HL
v 0,1 M roztoku NaOH v 50 ml odmérnych bankach. Poté bylo z téchto zasobnich roztoka
HL odpipetovano 12,5 ml rozpusténého vzorku do 25 ml odmérné barky a doplnéno
standardnim fosfatovym pufrem o hodnoté pH 7, smési Na2HPO4 a NaH>PO4:2H>0 v poméru
1:1,79. pro ziskani absorpnich koeficientl E:/E4, E2/E; a Egr/Epz byly dale pripraveny
roztoky huminovych a fulvinovych kyselin a huminu o hmotnostni koncentraci 10 mg-dm.
Roztoky vzorkl byly pfipraveny ze stejného zasobniho roztoku, ktery byl pouzit k pripraveé
roztoki HL o koncentraci 50 mg-dm ™.

K zméfeni téchto vzorkd byl vyuzit spektrometr Hitachi U-3900H, na kterém byly vzorky
zméfeny v kiemenné kyveté s optickou drahou 1cm vrozmezi 400-800 nm u vzorkd
o koncentraci 50 mg-dm™ a 200-700 nm u vzorkd HL o koncentraci 10 mg-dm™>.

Absorpéni koeficient E4/Esq, ktery je t€z nazyvan jako humifikacni index, byl ziskan jako
pomeér absorbanci pii vlnovych délkach 465 a 665 nm. Nizka hodnota tohoto absorpéniho
koeficientu souvisi s vyssi molekulovou hmotnosti HL a je zavisla na pH roztoku. Hodnota
humifika¢niho indexu také souvisi s pfitomnosti funk¢nich skupin obsahujici kyslik
(hydroxylové, karbonylové, karboxylové a esterové skupiny) [56]. Vzhledem ke skutecnosti,
ze je absorbance pii 665 nm je velmi nizka a humifikacni index je zatizen znacnou chybou, je
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tento absorpcni koeficient nahrazovan ekvivalentnim absorpcnim koeficientem Ex/E4, ktery
byl ziskdn z pomé&ru absorbanci pti vinovych délkach 265 a 465 nm [57].

Absorpcni koeficient Eo/Es je spojovan s molekulovou hmotnosti HL a se stupném
aromaticity, ziskaném z pomeéru absorbanci pii vinovych délkach 250 a 365 nm. U tohoto
absorpcniho koeficientu plati, ze jeho klesajici hodnota vypovida o vzrustajici aromaticity
a molekulové hmotnosti HL. Posledni absorpéni koeficient Egr/Epz, ur€en pomérem
absorbanci pifi 253 nm a 203 nm, je vyrazné citlivy k obsahu polarnich substituenti na
aromatickém jadie HL. Poskytuje informace o typu téchto substituenti a jestlize je
ve struktufe zapojeno vice alifatickych substituenti, hodnota tohoto absorp¢niho koeficientu
se snizuje. Absorbance pfi 203 nm je vSak nepfiznivé ovlivnéna moznou prfitomnosti
dusi¢nanovych aniontd ve vzorku HL, a proto je tento absorpcni koeficient nahrazen
pomérem absorbanci pfi 253 nm a220nm, ktery koreluje s pivodné vypocitanym
koeficientem [56].

3.7.4 Fluorescencni spektrometrie

Fluorescencni spektrometrie (steady-state) byla v této diplomové praci pouzita za ucelem
ziskani informaci o struktufe, heterogenité, stupni humifikace, kondenzaci aromatickych
struktur a pfitomnosti elektron-donornich a elektron-akceptornich funkénich skupin. Studium
HK, FK a HU bylo provedeno pomoci excitacnich a emisnich spekter, ze kterych byly
odecteny polohy jednotlivych fluorescencnich maxim. Pro méfeni fluorescencnich spekter
byly pouzity stejné roztoky HK, FK a HU o koncentraci 10 mg-dm ™, které byly piipraveny
v kapitole 3.7.3 pro méfeni UV/Vis spekter.

Fluorescen¢ni spektra vzorki byla zméfena pomoci steady-state fluorescencniho
spektrometru Edinburg Instruments FS5. Byla nastavena Sitka §térbin excita¢niho a emisniho
monochromdtoru na 4 nm a byla pouzita kfemenna kyveta pro fluorescencni spektrometrii
s optickou drdhou 1 cm. Fluorescenc¢ni spektra byla u vzorkti HL zméfena v rozsahu vinovych
délek 380—-600 nm pii konstantni vinové délce excitacniho zareni 360 nm. Excita¢ni spektra
vzorkti huminovych a fulvinovych kyselin a huminu byla zméfena v rozsahu 300-500 nm
pii konstantni vinové délce emitujiciho zafeni 520 nm. Z davodu silného vnitiniho filtracniho
efektu roztoki HL byla vSechna naméfena fluorescencni spektra, resp. jejich intenzity
fluorescence korigovany pomoci matematického aparatu navrzeného podle Lakowicze [58],
jehoz matematicky zapis je definovan rovnici:

X 100,5(Aex+Aem)’ (1)

Fcorr obs

kde Fops je experimentalné zjiSténa intenzita fluorescence, A.x je absorbance pfi excitacni
vlnové délce, A.n je absorbance pii emisni vlnové délce a Fr je korigovand intenzita
fluorescence.

K charakterizaci HL. je mozno vyuzit tzv. fluorescencni koeficienty, ziskané jako poméry
intenzit fluorescence, pfipadné jako plochy pod kiivkou pii vhodné zvolenych vlnovych
délkach emise. Pro tuto praci byly vybrany fluorescencni koeficienty FI, BIX, HIX a Milori
index.

Fluorescencni koeficient FI téz nazyvan fluorescencni index je definovan jako pomér
intenzit fluorescence pii emisnich vinovych délkach 450 a 500 nm. Tyto emisni fluorescencni
spektra byla méfena v rozsahu vinovych délek 390-600 nm, pfiCemz excitacni vinova délka
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byla 370 nm. Hodnota fluorescen¢niho indexu vypovida o pivodu HL a DOM. Huminové
latky pochazejici z terestrialnich pfirodnich matric maji nizké hodnoty FI (0,2-1,4), zatimco
FK a DOM, které jsou vzniklé na zakladé mikrobiologické aktivity vodni fléry, jsou
charakterizovany vy§§imi hodnotami fluorescenc¢niho indexu (>1,9) [59].

Fluorescencni koeficient BIX je definovan jako pomér Ir pii emisnich vilnovych délkach
380 nm (fluorofor M — marine humic-like) a 430 nm (fluorofor C — humic-like). Hodnoty
vlnovych délek byly odecteny z fluorescencniho spektra roztokti vzorkd zméfenych v rozmezi
vlnovych délek 330-600 nm pii konstantni vlnové délce budiciho zafeni 310 nm. HL
izolované z terestrialnich, pfipadné kaustobiolitickych pfirodnich matric jsou charakteristické
niz§i hodnotou tohoto koeficientu (<0,8), coz vypovida o jejich alochtonnim ptavodu.
Huminové latky maji vSak zpravidla vyssi hodnoty BIX (0,8-1), které jsou charakteristické
pro latky autochtonniho puvodu vznikajici biologickou aktivitou vodnich mikroorganisma
[60].

Fluorescen¢ni koeficient podle Zsolnaye (HIX) vychdzi z poméru ploch pod kfivkou
emisniho spektra, kde pfislusné plochy Ai a A4 jsou vypocteny jako plosné integraly
v rozmezi vinovych délek 435-480 nm (plocha A4) a 300-345 nm (plocha Ajp). Z tohoto
divodu byla zméfena fluorescencni spektra vzorkli v rozmezi vinovych délek emise
280-600 nm pfi konstantni vinové délce budiciho zafeni 254 nm. Podle Zsolnaye a spol. [61]
je tento fluorescencni koeficient vyrazné citlivy k pfitomnosti aromatickych jader a poskytuje
tedy informace o stupni humifikace HL. ZvySeni obsahu aromatickych struktur vede
ke zvyseni intenzity fluorescence v oblasti A4, coz zpisobuje narist humifikacniho indexu
HIX. Huminové latky izolovani z terestrialnich a kaustobiolitickych matric maji vyssi hodnoty
HIX (> 5) oproti HL pochazejicich z pfirodnich vod, které maji hodnoty nizsi (<5).

Podobnym zpiisobem byl ziskan i Milori Index. Tento fluorescencni index je definovan
jako plosny integral pod celym emisnim spektrem. Fluorescencni spektra vzorkd byla
zmeétena v rozsahu vlnovych délek 460—-650 nm pfi konstantni vinové délce budiciho zareni
400 nm. Obecné muzeme fici, ze se zvySujici se hodnotou Milori Indexu roste stupen
humifikace [62].

3.8 Postup pripravy vzorku organickych frakei HL pro TLC chromatografii

Ze sypkych vzorki HK, FK a HU, izolovanych z oxyhumolitu, bylo nejprve potieba
ptipravit roztoky, které bylo mozné nanaset na TLC folii. Pevné vzorky byly rozpustény
v 1 ml roztoku vzniklého z ethylacetitu, acetonu a methanolu v poméru 1:2:4 a ponechany na
rotacni tfepacce 4 dny. Poté byly vzniklé roztoky HL prefiltrovany a postupné aplikovany
na TLC folit pomoci sklenéné kapilary. Po odpatfeni smési se TLC folie nechala vyvijet
ve sklenéné nadobé obsahujici smés ethylacetatu, acetonu a methanolu v poméru 1:2:4.
Chromatograficky zaznam byl vyvijen po dobu 60 minut. Po této dobé se nechala TLC folie
uschnout. Pod UV lampou bylo pozorovano u vzorki HK a FK pét zon, které odpovidaji
jednotlivym organickym frakcim, pojmenovanym HKEA — HKEE, resp. FKEA — FKEE. U
TLC huminu (HU) bylo pozorovano §est zon, které byly pojmenovany HUEA —HUEF.

Kazda frakce byla individualné odstranéna z desticky seSkrabanim silikagelu s TLC
zaznamem a rozpusSténa v 0,1 M NaOH a pfevedena do standardniho fosfitového pufru.
Timto zptasobem byly piipraveny roztoky vsech frakci HK, FK a HU.
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3.9 Zakladni fyzikalné-chemicka charakterizace frakci HL

U jednotlivych organickych frakci huminovych latek byla provedena zdkladni analyza
pomoci metod UV/Vis spektrometrie a ustalené fluorescencni spektrometrie.

3.9.1 UV/Vis spektrometrie organickych frakci HL

Z pripravenych roztokd organickych frakci HL byly naméfeny jejich UV/Vis spektra, ze
kterych byly nasledné vypocteny absorpcni koeficienty Eo/Es, Eo/Ez a Egr/Epz. Zndmy
a pouzivany absorp¢ni koeficient E4/Es, dany pomérem absorbanci pii 465 a 665 nm nebyl
pouzit z davodu nizké absorpce frakci v oblasti vinovych délek 550-800 nm. Namisto n¢j byl
pouzit absorpCni koeficient E»/Es, ktery je definovan pomérem absorbanci pii 265 nm
a 465 nm. Dale byl pouzit absorpcni koeficient E2/E3 definovany jako pomeér absorbanci pfi
250 a 365 nm a koeficient Eer/Epz, definovany pii 253 a 220 nm.

Meéteni UV/Vis spekter téchto vzorkd probihalo pfi stejném experimentalnim nastaveni
UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H (viz. podkapitola 3.7.3)

3.9.2 Fluorescencni spektrometrie organickych frakci HL

Podstatna cast této diplomové prace je vénovana studiu organickych frakci izolovanych
z HL. oxyhumolitu pomoci ustdlené (steady-state) fluorescencni spektrometrie. Jednotlivé
organické frakce HK, FK a HU byly zméfeny na fluorescencnim spektrometru Edinburgh
Instruments FS5 s nastavenou Sifkou Stérbin excitacniho a emisniho monochroméatoru 4 nm
v kiemenné kyveté SUPRASIL® pro fluorescenéni spektrometrii s optickou drahou 1 cm.
Emisni fluorescencni spektra roztoki organickych frakci pripravenych podle postupu viz.
kapitola 3.8 byla zméfena v rozsahu vinovych délek 380-600 nm pii konstantni vinové délce
excitaéniho zafeni 360 nm.

Hodnoty fluorescen¢nich intenzit (Ir) byly korigovdny pomoci matematického aparitu
navrzeného Lakowiczem [58] k odstranéni silného vnitfniho filtraéniho efektu roztoku
organickych frakci HL, stejné jako v kapitole 3.7.4.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Elementarni a termogravimetricka analyza oxyhumolitu

Nameéfené hodnoty obsahu biogennich prvkd nativniho oxyhumolitu a oxyhumolitu
po extrakci, jeho atomovych poméra H/C, O/C a N/C a obsahu nespalitelného podilu, tj.
popela a celkové vlhkosti jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: FElementdrni sloZeni oxyhumolitu v at. %, atomové poméry H/C, O/C a N/C
a obsah popela a celkové vihkosti

Elementarni slozeni v at. % vlhkost popel
Vzorek H/C O/C NIC

C H N O (hm. %) (hm. %)
natival 5009 5758 082 371 152 0,10 0,02 1334 2476
oxyhumolit
oxyhumolit

. 2931 64,07 046 6,16 2,19 021 0,02 3,20 42,32
po extrakci

Jak si lze povSimnout, elementarni slozeni oxyhumolitu je uvedeno v atomovych
procentech (at. %) kvili podhodnoceni obsahu vodiku vlivem jeho nizké atomové hmotnosti
v piipadé pouziti hmotnostnich procent (hm. %). Atomové poméry H/C, O/C a N/C
reprezentuji vhodnou metodu, pomoci které lze charakterizovat nékteré fyzikalné-chemické
vlastnosti organickych latek jako miru hydrogenace, oxidaci, dekarboxylaci ¢i podil
aromatickych nebo alifatickych strukturnich jednotek.

Z Tabulky 4 je zfejmé, ze oxyhumolit je tvofen prevazné uhlikem, vodikem, kyslikem
a minoritné i dusikem. Sira ve vzorcich nebyla detekovana viibec. Absence siry ve vzorcich
HK a HU by mohla byt vysvétlena tim, ze v této diplomové praci byla pouzita GC kolona,
kterd umoziuje stanoveni tohoto biogenniho prvku v minimdlni hmotnostni koncentraci
0,5 hm.%. Z namétenych vysledkl je ziejmé, ze oxyhumolit po extrakci je tvoren vysSim
obsahem kysliku, ktery je prevazné€ vazan s obsahem funkénich skupin, jako jsou karboxylové
a —OH fenolické a alkoholové skupiny pochézejici z polysacharidd, jako je celuloza a hemi-
celuloza (puvodni matrice). Atomovy pomeér H/C, ktery popisuje miru hydrogenace, je vyssi
u oxyhumolitu po extrakci. Hodnota atomového poméru O/C, ktera se pohybovala
od 0,10-0,21 znaci, ze nativni oxyhumolit, ktery ma niz§i hodnotu tohoto poméru, ma nizsi
obsah karboxylovych, fenolickych —OH nebo alkoxylovych funk¢nich skupin —OCH3.

Termogravimetrickou analyzou byl zjistén obsah popela a celkové vlhkosti. Ta byla
zpusobena hlavné adsorbovanou vzdusnou vlhkosti prostfednictvim fenolickych
a karboxylovych funkénich skupin a pohybovala se v rozmezi 3,2-13,3 hm. %. Z hodnot
uvedenych v Tabulce 4, je ziejmé, ze nativni oxyhumolit obsahuje mens§i mnozstvi
nespalitelného podilu. Dédle oxyhumolit po extrakci obsahoval vétsi mnozstvi popela, coz
znamena, ze oxyhumolit po extrakci obsahuje velké mnozstvi anorganickych pfimési tzn., ze
pii extrakci byly ze vzorku izolovany pievazné organické slouceniny jako jsou HL a lehce
hydrolyzovatelna OM, a tudiz zbyla hmota ptivodniho kaustobiolitu je tvofena nerozpustnou
OM, jez obsahuje vyznamné mnozstvi nespalitelného podilu tj. popela.
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4.2 Infracervena spektrometrie oxyhumolitu

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) je dulezitou metodou pro
charakterizaci a identifikaci funkénich skupin a strukturnich jednotek v huminovych latkach.

Touto vybranou metodou se predeslo ¢astecné deprotonaci huminovych latek pii iontové
vyméné karboxylovych —COOH a fenolickych skupin OH v prabéhu lisovani vzorku s KBr
za vyssiho tlaku. Podle autort [63, 64, 65] dochazi pii lisovani KBr tablety se vzorkem HL
vlivem vysokych tlakii (p > 6 t/cm?) k iontové vyméné mezi vodikovymi kationty a kationtem
pouzité soli (KBr nebo NaCl) a kviali tomu dochazi k sniZeni intenzity absorpcniho pasu
v oblasti vlnoéti 1720-1700 cm™'. Tato oblast odpovida valenéni symetrické vibraci C=0
vazeb v karboxylovych funkénich skupindch. Tento problém Ize sice minimalizovat
odstranénim absorbované vody z KBr zahtatim ve vakuu na teplotu 70 °C po dobu 30 minut,
pfipadné suSenim tablety v exsikatoru po dobu nékolika hodin, avSak zvySena teplota prfi
suSeni tablet KBr se vzorkem muze Castecné pozménit, resp. degradovat termolabilni frakce
HL, které spoluvytvareji strukturu huminovych latek. DRIFT spektra jsou vyjadfena pomoci
linearnich jednotek Kubelka—Munk, které odpovidaji jednotkam absorbance ve spektru
meéfené transmisni technikou. Pro charakterizaci struktury HL a v oxyhumolitu byla méfena
absorbance v rozsahu vino¢ti 4000-400 cm™.

1,0 4

oxyhumolit po extrakcei

—— nativni oxyhumolit

o
0
]

o
o))
1

_O
~
1

normalizovany Kubelka-Munk (-)
o
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—
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Obrazek 12: Normalizovand DRIFT spektra nativniho oxyhumolitu a oxyhumolitu po extrakci

V infraervenych DRIFT spektrech oxyhumolitu (viz Obrazek 12) je patrny Siroky
aintenzivni absorpéni pas v oblasti vIno¢ti 3600-3100 c¢cm™” zodpov&dny za valenni
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symetrickou vibraci O-H a N-H vazeb v karboxylovych kyselindch, sekundarnich amidech,
a alifatickych alkoholech a fenolech, resp. polyfenolech. Tyto polyfenoly jsou stavebnimi
jednotkami odvozenymi od ligninu, které vznikaji v pribéhu geneze HK. Méné intenzivni
absorpéni pas lokalizovany pii 2940 cm! je zpravidla pfipisovany valenéni asymetrické
vibraci C—H vazeb v methylenovych skupindch. Ostry a intenzivni absorp¢ni pas lokalizovany
pfi 1700 cm™ odpovida valenéni symetrické vibraci C=0 vazeb v karboxylovych kyselinidch
substituovanych na aromdtech. Tento absorpCni pas je vice intenzivni v pfipadé standardu
oxyhumolitu, a proto se mizeme domnivat, ze tento vzorek obsahuje relativné vice -COOH
funk¢nich skupin. Pritomnost karboxylovych skupin byla rovnéz potvrzena pomeérné
intenzivnim a Sirokym absorpénim pasem pii 2610 cm™!, ktery odpovidd valenéni symetrické
vibraci O-H---O vazeb, tvofici ve struktufe oxyhumolitu dimerni formy karboxylovych
skupin. Dale ve DRIFT spektrech miZeme nalézt absorpéni pas pii 1260 cm’', ktery je
zpravidla pfisuzovan valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb v karboxylovych kyselinich.
Nicméng¢ lze tento absorp¢ni pas piipsat valenéni vibraci C—C—O vazeb v aryl-esterech. Velmi
intenzivni a ostry pas nachazejici se u nativniho oxyhumolitu, jenz byl lokalizovan pfi 1600
cm!, je obvykle pifisuzovan valenéni symetrické vibraci C=C vazeb v aromatickych
jednotkach oxyhumolitu. Dale se absorpénim DRIFT spektru nachazi pii 1110 cm™ valenéni
vibrace O-C-C vazeb v aryl-esterech, pfipadné asymetrickd vibrace C-O-C vazeb
v alkyl-etherech (u polysacharid). Vice ostry absorpéni pas nachazejici se pfi 1030 cm’
odpovida valen¢ni vibraci primarnich alkoholi C—-O. Z DRIFT spekter je zifejmé, ze nativni
oxyhumolit obsahuje vice funkénich skupin nebo nékterych strukturnich jednotek jako
napiiklad C=C vazeb v aromatickych jednotkdch oxyhumolitu, které se nachdzeji
pfi 1600 cm™. Naproti tomu u oxyhumolitu po extrakci HL se nachdzi ostry a intenzivni
absorpéni pas lokalizovany pii 1040 cm™, ktery odpovidd valenéni vibraci primarnich
alkohold C—O nebo také absorpéni pas pii 918 cm™, ktery je pfisuzovan valenéni symetrické
vibraci Si—O vazeb v silikatech nebo karboxylovym C—O—-H skupinam.

4.3 Elementarni a termogravimetricka analyza HL

Vzorky HL, které byly v této diplomové praci pouzity k frakcionaci organické hmoty
pomoci tenkovrstvé chromatografii (TLC), byly podrobeny stejné jako v pfipadé oxyhumolitu
zakladni fyzikalné-chemické charakterizaci pomoci elementdrni analyzy a termogravimetrie.
Prvkové slozeni je uvedeno v Tabulce 5 opét v atomdarnich procentech (at. %) z divodu
podhodnoceni obsahu vodiku.

Z vysledkt uvedenych v Tabulce 5 je ziejmé, ze HL jsou pievazné tvoreny uhlikem, vodikem
a kyslikem. Naproti tomu z ostatnich sledovanych prvka byl dusik pfitomen v minoritnim
mnozstvi a sira byla detekovana pouze u FK. Tento fakt znaci o tom, ze vzorek FK ma ve své
struktufe vy$si zastoupeni hydrofilnich sulfonovych skupin (-SO3H). Z naméfenych vysledkt
je patrné, ze vzorky HK a FK v porovndni se vzorkem huminu jsou tvofeny vys§im obsahem
uhliku a také kysliku, ktery se vyskytuje v kyselych funkcnich skupinach, jako jsou
karboxylové (—COOH), fenolické (—OH), ketonové (C=0) nebo etherové, rovnéz piichazeji
v uvahu také alkoxy skupiny tzn. -OCHs. Obsah dusiku byl u vzorki HK a FK prakticky
totozny, ponévadz rozdil mezi nimi byl pouhych 0,06 at. %. Naopak tomu bylo v ptipadé
nerozpustného huminu, kde byl dusik zastoupen ve vé&t§im mnozstvi. Rada autorti dava ve
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spojitost obsah dusiku v huminovych latkdch s mikrobidlni cCinnosti pfi humifikacnim
procesu. Obsah vodiku byl v pfipadé vzorkii HK a FK nizsi oproti HU a prakticky podobny,
protoze diference mezi nimi byla pouhych 2,11 at. %.

Tabulka 5: Elementdrni sloZeni HL izolovanych z oxyhumolitu v at. %, vypocitané atomové
poméry H/C, O/C a N/C, obsah popela a celkové vilhkosti

Elementarni slozeni v at. % vlhkost popel
Vzorek H/C O/C N/C
C H N S O (hm. %) (hm. %)
HK 35,77 53,32 1,74 0,00 9,17 1,49 0,26 0,05 491 1,52
FK 33,19 51,21 1,68 1,06 12,85 1,54 0,39 0,05 7,07 7,69
HU 27,73 65,39 247 0,00 440 236 0,16 0,09 5,08 53,23

Z vypoctenych hodnot prvkového slozeni byly ziskané atomové pomeéry H/C, O/C a N/C.
Tyto atomové poméry jsou casto pouzivané k zakladnimu rozliSeni hlavni struktury
analyzovaného vzorku a jsou dobrymi indikatory fyzikalné-chemickych vlastnosti HL jako je
stupenl aromaticity, obsahu kyselych funkcnich skupin a hydrogenace. Vypoctené atomové
pomeéry jsou uvedeny v Tabulce 5. Z Tabulky 5 je zfejmé, ze atomovy pomér H/C, ktery
popisuje stupefi aromaticity a miru dehydrogenace, byl nejvyssi v pfipadé vzorku HU
a naopak nejnizsi u vzorku huminové kyseliny (HK). Z tohoto divodu lze fici, ze vzorek HK
je charakterizovan vys$si mirou aromaticity a dehydrogenace v porovnani s ostatnimi dvéma
vzorky.

Dalsim z atomovych poméra je O/C, ktery nas informuje o mnozstvi kyslikatych funkénich
skupin, mezi které fadime naptiklad karboxylové a fenolické skupiny nebo také karbonylové
funk¢ni skupiny. Tento atomovy pomeér byl nejvétsi u vzorku FK a neymensi u huminu. Vyssi
hodnota atomového poméru O/C u fulvinové kyseliny znaci, ze FK obsahuje vétsi mnozstvi
kyslik obsahujicich funkénich skupin oproti HK a HU.

Poslednim z atomovych pomért je pomér N/C, ktery je u vSech vzorkt HL pfiblizné stejny
(0,05-0,09). Z této skutecnosti vyplyva, ze vzorky HL (huminové a fulvinové kyseliny
a humin) obsahuji ve svych strukturach srovnatelna mnozstvi dusik obsahujicich funkénich
skupin.

Celkovd vlhkost HL stanovena termogravimetricky se pohybovala v rozmezi
4,91-7,07 hm. %. Vyssi vlhkost u FK je pravdépodobné zpusobena vys$Sim obsahem
polarnich funkénich skupin, které sorbuji vzdusnou vlhkost na povrchu vzorku. Tuto
skutecCnost nam také dokazuje atomovy pomér O/C. Z porovnani huminovych latek je ziejmé,
stanoven na 7,69 hm. %, resp. 53,23 hm. %. Obsah popela je vazan na zvolené purifikacni
kroky béhem izolace HL z pfirodni matrice, které v pfipadé HK zahrnuji pasobeni smési
0,3 M HF a HCL. Naproti tomu izolace FK probiha podle standardniho postupu izolace HL dle
mezinarodni spolecnosti pro vyzkum huminovych latek IHSS nejdiive na kolon€ s pryskyfici
DAX-8 a poté, pfi zpétné protonaci, na koloné¢ Amberlite IR 120, tudiz vzorek FK nebyl
precistén pomoci smeési roztoki HCI-HF.
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4.4 UV/Vis spektrometrie HL

Molekulova absorp¢ni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického
zateni (UV/Vis) je metoda patiici k zdkladni instrumentélni technice, kterd se pouziva pro
studium a charakterizaci rozpu$téné organické hmoty a huminovych latek pochézejicich
z rozliénych ptirodnich matric. Ziskané HK, FK a HU byly v této diplomové praci
charakterizovany pomoci absorpcnich koeficienti (viz Tabulka 6), které byly ziskany
z naméfenych absorpénich spekter. Lze fici, ze tyto koeficienty nam poskytuji informace
o sttedni molekulové hmotnosti My,, aromaticité, stupni humifikace a mife substituce
aromatickych struktur polarnimi funkénimi skupinami (-COOH, -OH a —OCH3) studovanych
HL a DOM. Studované vzorky HL byly méfeny pii konstantni hodnoté pH v prostiedi
fosfatového pufru o hodnoté pH ~ 7 kvuli senzitivité absorpcnich koeficientti na hodnotu pH
prostiedi. Na Obrdzku 21 (viz Prilohy) jsou znazorné€na spektra huminovych kyselin,
fulvinovych kyselin a huminu, které vykazovala kvaziexponencialni prubéh, ktery je
charakteristicky pro tyto biokoloidni slouceniny.

V Tabulce 6 mizeme vidét, ze absorpcni koeficienty E2/Es4 a E4/Eg (humifikacni index),
byly vyrazné vyssi v pripadé vzorku FK oproti ostatnim vzorkim. Vysoké hodnoty
absorpcniho koeficientu E»/Es vypovidaji o tom, ze vzorek FK je charakterizovan niz§im
stupném humifikace a také nizsi stfedni molekulovou hmotnosti. Pfi porovnavani vsech
izolovanych HL si lze povSimnout u vzorku FK také vy§§iho absorpéniho koeficientu Ea/Es.
Ten spolené s koeficientem Eo/Es charakterizuje fulvinové kyseliny niz§im stupném
aromaticity. Niz§i hodnoty absorpcnich koeficient E»/Es, E2/E4 a E4/Es u vzorkli HK a HU
znadi o vys$i stiedni molekulové hmotnosti, vy§§im stupni aromaticity a také o vy§sim stupni
humifikace.

Tabulka 6: Absorpcni koeficienty pro vzorky HK, FK a HU

Absorpc¢ni koeficient

Vzorek
EE1/Esp; Eo/E; E2/Eq4 E4/Es
HK 0,85 2,70 6,49 7,05
FK 0,61 8,20 36,61 27,00
HU 0,86 2,72 5,50 5,86

Z Tabulky 6 je patrné, ze hodnota absorpcniho koeficientu Egt/Es: je u vzorku FK oproti
druhym dvéma vzorkim nejnizsi. Tento absorpéni koeficient je definovan jako pomér
absorbanci, které koresponduji s elektronovymi pfechody v benzenu, konkrétné pfi 253 nm
substituenty na benzenovém jadie a pii 220 nm benzenoidnimi strukturami. Absorpcni
koeficient Egr/Ep. je vyrazné citlivy k pfitomnosti polarnich substituenti na aromatickém
jadre a poskytuje informace o typu substituentd ve struktufe HL. Vypovida o mife substituce
aromatickych struktur kyslikatymi funkénimi skupinami, jako jsou karboxylové —COOH,
karbonylové C=0 nebo fenolické —OH [66]. Vzorek FK byl charakterizovan nizsi hodnotou
koeficientu Egt/Ep,, coz vypovidd o tom, ze tento vzorek obsahuje vice alifatickych
substituentq.
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Pti porovnavani zkoumanych vzorkti HK, FK a HU lze fici, ze vzorek FK ma aromaticka
jddra vice substituovand hydrofobnimi skupinami. Naopak vzorky HK a HU jsou
charakterizovany vyssi mirou substituce aromatického jadra polarnimi funkénimi skupinami.

4.5 Infracervena spektrometrie HL

Ve spektru vzorki HK, FK a HU, které je zobrazeno na Obrazku 13 se v rozmezi vinoctu
3670-3100 cm™! nachazi Siroky a intenzivni pas s maximem 3180 cm™ u vzorku FK, ktery
odpovida valen¢ni symetrické vibraci O-H a N-H vazeb v karboxylovych kyselindch,
¢i sekundarnich amidech a alifatickych alkoholech a fenolech, resp. polyfenolech, které jsou
stavebnimi jednotkami odvozenymi od ligninu. Tyto stavebni jednotky vznikaji v pribéhu
geneze HK. Vzorek HU v tomto rozmezi vino&tli obsahuje specificky pas pii 3620 cm™, ktery
je pripisovan valen¢nim vibracim O-H vazeb v krystalové mfizce kaolinitu nebo
montmorillonitu. V oblasti vino&tli u vzorku FK 2942 cm™ a u HU v 2927 cm! je piftomen
mén¢ intenzivni pas odpovidajici asymetrické valencni vibraci C—H vazeb v -CHz—. U vzorku
FK byl charakterizovan absorpéni pas v 2977 cm™!, ktery ptipada valenéni asymetrické vibraci
C—H vazeb v methylovych funk¢nich skupinach. Vzorek FK obsahuje absorpéni pas pii 2946
cm’!| ktery je pfisuzovan asymetrické vibraci C-H vazeb v —CH,— funké&nich skupinach.
U vzorku HK a HU je tento absorpéni pas lokalizovan v oblasti 2930 cm™!, resp. 2923 cm™.
U vzorku HU si lze pov§imnout absorpéniho pasu pii 2854 cm!, ktery odpovidd symetrické
vibraci C—H vazeb v methylenovych funkénich skupinach.
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Obrazek 13: Normalizovand DRIFT spektra HL
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Pritomnost karboxylu COO- ve vzorku FK byla v infraCerveném spektru potvrzena méné
intenzivnim absorp&énim pasem v 1410 cm™ a nepatrnym absorp&nim pdsem ve vzorku HK
ve 1360 cm™!, které je piipisované deformaéni vibraci C-H vazeb v methylovych skupinéch.
Ostry a velmi intenzivni absorpéni pas lokalizovany pii 1720 cm™ u HK a FK (1716 cm
u HU) odpovidd wvalen¢ni symetrické vibraci C=0O vazeb v karboxylovych kyselindch
substituovanych na aromatech. Tento absorp¢ni pas je nejvice intenzivni v pripadé FK. Proto
se muzeme domnivat, ze tento vzorek obsahuje vice —-COOH funk¢nich skupin na rozdil
od HK a HU. Ptitomnost karboxylovych skupin byla také potvrzena intenzivnim a Sirokym
absorp&nim pasem pii 2600 cm’!, ktery odpovida valenéni symetrické vibraci O—H--O vazeb
tvorici v strukture HL dimerni formy karboxylovych skupin. Dale ve spektru FK muazeme
najit absorpéni pas pii 1403 cm’!, ktery odpovidd valenéni symetrické vibraci
karboxylatového aniontu.

Ve vzorcich HL byl v jejich DRIFT spektrech lokalizovany absorp¢ni pas pii 1220, resp.
1234 cm™ u FK a HK a 1100 cm™ u HU, ktery je pfisuzovany valen¢ni symetrické vibraci
Si—O vazeb v silikatech nebo valencni vibraci C—O v primarnich alkoholech. Do uvahy
ptichazi i C—O—C valencni vibrace aryl-etherd. Ostry a rizn€ intenzivni absorpéni pas v 1600
cm! u vzorki HK je pfipisovany vyhradné valenéni symetrické vibraci C=C vazeb
v aromatickych jednotkdch HL. V piipadé vzorku HU s absorpénim pidsem v 1600 cm™ se
vsak jedna o valen¢ni vibraci C=0 sekundarnich amidi —-NH-CO-. V ptipadé vSech vzorkt
HL byl v jejich DRIFT spektrech identifikovany absorpéni pas pii 1040 cm™ (1080 c¢cm'
v piipadé FK), ktery je spojeny s valen¢ni vibraci C—O v primdrnich alkoholech. Vzorek HU
dale obsahuje dvojici absorpénich pasd v oblastech pii 1457 a 1365 cm’!. Absorpéni pas
v oblasti 1457 cm™ odpovida deformaénim vibracim C-H vazeb v methylenovych (—~CH>-)
a methylovych (—~CH3) funkénich skupinach, zatimco absorpéni pas v oblasti 1365 cm™ je
ptisuzovan pouze deformacnim vibracim v methylovych (~CH3) skupinidch. Vzorek FK také
obsahuje absorpéni pas pii 1076 cm!, ktery je pfipisovan valenéni symetrické vibraci C-O—C
a valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb v alifatickych etherech a sekundarnich alkoholech.
V oblasti deformacnich vibraci aromatickych C-H vazeb si lze u vzorku HK povSimnout
absorpéniho  pasu v oblasti 800-780 cm™, ktery je pokladdn za indikdtor
ortho-substituovanych aromatickych sloucenin. V této oblasti se u vzorku HU také nachazi
absorpéni  koeficient pfi 810, ktery odpovidd ortho-substitiovanym aromatickym
slou¢eninam. Méné vyrazny absorp&ni pas lokalizovany v oblasti 3100-3000 cm™! odpovid4
valen¢ni symetrické vibraci C—H vazeb v aromatech (HK a FK).

4.6 Fluorescencni spektrometrie HL

Ustalena fluorescencni spektrometrie (steady-state) je povazovana za jednu z dilezitych
instrumentalnich technik, které se vyuzivaji k charakterizaci HL, DOM, hDOM atd. Pomoci
této metody lze ziskat informace o puvodu, obsahu jednotlivych strukturnich jednotek
a o stupni aromaticity. Jednou ze zdkladnich metod, kterou lze HL. a DOM charakterizovat je
zméfeni jejich emisnich a excitacnich spekter.
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Po korekci IFE (Inner filter effect) byly ziskany emisni a excitacni spektra HL, které jsou
zobrazeny na Obrazku 14. Obecné lze konstatovat, ze emise v kratSich vilnovych délkach je
specifickd pro jednoduché aromatické struktury a niz$i molekulové hmotnosti organickych
strukturnich jednotek. Posun maxima fluorescence naopak k vys$§Sim vlnovym délkam
znamena, ze se ve spektru nachéazeji kondenzované aromatické struktury s vyssi mirou
substituce elektron-donornimi skupinami, jako jsou karbonyl obsahujici konstitu¢ni jednotky,
—OR, —OH, —-NH> atd. [67]. Maximum emisniho spektra v oblasti 340—430 nm je spojovdno
s pritomnosti tii anebo Ctyf aromatickych jader nachazejicich se na strukturni jednotce.
V piipade terestrialnich HL maze dojit u urcitych maxim jesté k bathochromnimu posunu [56,
69].
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Obrazek 14: Spektra huminovych ldtek: a.) emisni; b.) excitacni

Jak je patrné z Obrazku 14, studované vzorky vykazuji typickd fluorescen¢i maxima
huminovych liatek a DOM izolovanych z terestrialnich pfirodnich matric. Mnozi autofi
poklddaji tyto fluofory za indukdtory molekulové hmotnosti a stupné humifikace. Mdme na
mysli pfedevsim ty fluorofory, které se nachdzeji v oblasti vysSich vinovych délek emise
(450-520 nm). Tato skupina fluorescencnich maxim ma zpravidla pavod v tzv. fulvic-like
fluoroforu a marine-like fluoroforu, ktery je nékterymi autory povazovan za prekurzor humic-
like fluoroforu.

V emisnim spektru vzorku HK (Obrizek 14 a.)) bylo lokalizovano fluorescenéni maximum
pii 520 nm, které je tradi¢né pfipisovano fluoforu C (humic-like). Tento fluofor je typicky pro
HL izolované z riznych pfirodnich matric, kam jsou zpravidla fazeny kaustobiolity, pudni
matrice, sedimenty a feky a jezera. U vzorku FK bylo toto maximum u 460 nm. Pfi porovnani
spekter HK, FK a HU muzeme fici, ze v ptipadé vzorku FK byl fluorofor humic-like
lokalizovan pfi krat§ich vinovych délkach emise nez u vzorku HK. Lze konstatovat, ze kratsi
emisni vinové délky ve spektrech charakterizuji dany vzorek niz§im stupném aromaticity
a také nizsi molekulovou hmotnosti. Naopak vyssi vinové délky a nizsi intenzity fluorescence
Ir, jako u vzorku HK, vypovidaji o tom, Ze je dany vzorek charakterizovan pfitomnosti
kondenzovanych aromatickych strukturnich jednotek a elektron-donornich substituentl,
predevsim substituentti obsahujicich hydroxylové a karboxylové funckni skupiny.
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V Tabulce 7 jsou uvedeny vypoctené fluorescencni koeficienty. Koeficienty FI a BIX
naznaCuji, ze HL v této diplomové praci jsou terestrialniho a alochtonniho ptivodu. Dle
Senesiho [67] vySsi hodnota FI a posunuté fluorescenéni maximum ke kratSim vlnovym
délkam vypovida o jednodussi struktufe systému s méné kondenzovanymi aromatickymi
jadry nebo o slabsi konjugaci v alifatickych fetézcich. Mazeme tedy fici, ze HK, ktera ma
nejniz§i hodnoty koeficienti FI a BIX, ma nejvysSi stupén aromaticity, coz je v dobré shode
s vysledky z elementarni analyzy.

Miru humifikace vyjadiuje index HIX a Milori. Koeficienty také vypovidaji o mnozstvi
strukturnich jednotek odpovidajicich fluoroforu humic-like a mikrobialné derivovanych
strukturnich jednotek. Muzeme pozorovat, Ze nejvice strukturnich jednotek mikrobialniho
ptavodu obsahoval HU.

Tabulka 7: Vypocitané fluorescencni koeficienty HL

Vzorek FI (-) BIX (-) HIX (-) Milori x10° (-)
HK 0,72 0,31 10,6 39,60
FK 1,06 0,53 57,3 25,00
HU 0,95 0,41 15,3 3,96

Na zaklade vysledkl lze konstatovat, ze vzorek FK obsahuje vyssi mnozstvi hydroxylovych
a karboxylovych funkénich skupin, coz je v dobré shodé s elementarni analyzou a UV/Vis
spektrometrii. Vzorek HK je naproti tomu charakterizovan vyssi molekulovou hmotnosti
a vysSim stupném aromaticity.

4.7 Kbvalitativni vyhodnoceni TLC chromatografie

Pomoci TLC chromatografie bylo v této diplomové praci ziskano u vzorku HK a FK pét
z6n, u vzorku HU 6 chromatografickych z6n, které odpovidaji organickym frakcim
nachdazejicich se v HL oxyhumolitu. Z jednotlivych chromatografickych z6n pozorovanych na
TLC desticce (viz Obrdazek 15) byly vypolteny nalezité retardacni faktory Ry
Chromatografické zony vykazovaly svétle hnédou barvu na silikagelu. Ty organické frakce,
které se jevily jako bezbarvé, byly déle vizualizovany pomoci UV lampy (viz Obrazek 22
v kapitole Ptilohy). Vypoctené retardacni faktory jsou uvedeny v Tabulce 8, 9 a 10.
Z naméfenych vysledkii a pozorovani lze fici, ze vzorek HU obsahuje takové organické
frakce, které jsou slabgji poutany k adsorbentu TLC desticky, oproti ostatnim dvéma frakcim.
Také si muzeme povSimnout, ze vzorky FK a HU obsahuji frakce organickych sloucenin,
které maji velmi podobné hodnoty Rt. Z toho mizeme usuzovat, Ze tyto organické frakce maji
podobné fyzikalné-chemické vlastnosti.

Tabulka 8: Retardacni faktory organickych frakci HK

Organické frakce HKEA HKEB HKEC HKED HKEE

R 0,04 0,19 0,34 0,49 1,00

47



Tabulka 9: Retardacni faktory organickych frakci FK

Organické frakce FKEA FKEB FKEC FKED FKEE

Rt 0,04 0,17 0,62 0,76 1,00

Tabulka 10: Retardacni faktory organickych frakci HU

Organické frakce HUEA  HUEB HUEC HUED HUEE  HUEF

Rt 0,02 0,29 0,62 0,74 0,90 1,00

Obrazek 15: TLC chromatogramy organickych frakci HL oxyhumolitu
4.8 UV/Vis spektrometrie organickych frakci HL

UV/Vis spektrometrie a steady-state fluorescencni spektrometrie byla v této diplomové
praci pouzita k vypoCtu absorpénich koeficienti Egr/Ep,, E»/Es a Ez/Es jednotlivych
organickych frakci HL oxyhumolitu, které byly ziskdny diky chromatografii na tenké vrstve.
V Tabulce 11, 12 a 13 jsou uvedeny vypocitané absorpcni koeficienty Egt/Eg,, E2/E3 a Eo/E4
pro jednotlivé frakce izolované ze vzorki HK, FK a HU.
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Tabulka 11: Vypocitané absorpcni koeficienty pro HK

Absorp¢ni koeficienty

Organicka frakce

Eer/EB. E»/Es E2/Eq4
HKEA 0,85 3,00 8,00
HKEB 0,60 4,68 14,17
HKEC 0,52 5,53 17,00
HKED 0,50 4,87 11,36
HKEE 0,36 15,43 38,00

V namétenych UV/Vis spektrech (viz Obrdzek 23 a 24) nebyly pozorovany zadné vyrazné
spektralni rysy. AbsorpCni spektra vSech organickych frakci byla charakterizovana bez
jakykoliv viditelnych absorpcnich maxim. Nicméné u nékterych frakci byl prubéh jejich
UV/Vis spekter ovlivnén vice ¢i mén¢ vyraznymi raménky, a to nejCastéji v oblasti vinovych
délek 220-300 nm, kde se majoritné projevuje absorpce rozlicné substituovanych aromatu.
Naméfena UV/Vis spektra vzorkd vykazovala kvaziexponencialni pribéh, ktery je typicky
pro rozpusténou organickou hmotu. VSechny ziskané organické frakce absorbuji vyhradné
v oblastt UVC a UVB ultrafialového zatfeni. Z absorpce v této oblasti elektromagnetického
zateni vyplyva, ze vétSina pritomnych typi chromoforti obsahuje rizné substituované
aromatické struktury.

Tabulka 12: Vypocitané absorpcni koeficienty pro FK

Absorp¢ni koeficienty

Organicka frakce

Eer/EB. E»/Es E2/Eq4
FKEA 0,48 17,00 27,00
FKEB 0,60 8,42 53,33
FKEC 0,59 9,64 64,11
FKED 0,52 13,47 4433
FKEE 0,40 21,80 -

Ziskané hodnoty absorpcnich koeficientd pro organické frakce izolovanych z HK jsou
zobrazeny v Tabulce 11. Z vysledkt lze vidét, Ze se absorpéni koeficient Egr/Eg, pohyboval
v oblasti 0,36-0,85. Nejnizsich hodnot dosahoval tento absorpcni koeficient u organickych
frakci HKED a HKEE, coz znamena, ze tyto ziskané frakce byly charakterizovany nizsi mirou
substituce aromatického jadra funkénimi skupinami jako skupiny karboxylové, karbonylové
a hydroxylové. Naproti tomu frakce HKEA a HKEB dosahovaly nejvysSich hodnot
koeficientu Egr/Ep;, zcehoz vyplyvd, ze mira substituce aromatického jadra kyslik
obsahyjicimi funkénimi skupinami byla vyss§i. To znamend, Ze tyto organické frakce byly
charakterizovany vyss§i polaritou v porovndni s frakcemi, které byly eluovdny nejrychleji.
Nizké hodnoty koeficientu Egr/Es, mohou znamenat vyssi substituci aromatickych struktur
nepolarnimi funkcénimi skupinami nebo alifatickymi fetézci. Absorpéni koeficienty Eo/E;3
a Eo/E4 se pohybovaly v piipadé frakci izolovanych z HK v rozmezi 3,0-15,4 resp. 8,0-38,0.
Z Tabulky 11 je patrné, ze nejvys§i molekulovou hmotnosti a aromaticitou byla
charakterizovana organické frakce HKEA, kterd se nachdzi v blizkosti startovni ¢ary TLC
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chromatogramu. Naopak frakce nachazejici se na konci TLC desticky jsou charakterizovany
nizkou molekulovou hmotnosti a jsou oproti ostatnim frakcim vice alifatické.

Absorpéni koeficient Egr/Ep, organické frakce FK mél nejvyssi hodnotu u frakce FKEB,
ktera se nachdzi v blizkosti startu TLC desticky. Tato organicka frakce byla charakterizovana
nejvyssi mirou substituce aromatického jadra polarnimi skupinami. Organické frakce
nachdzejici se na konci resp. ¢elu TLC chromatogramu (FKED, FKEE) naopak obsahovaly
veétsi mnozstvi aromatickych struktur, které byly substituovdny nepoldrnimi skupinami,
napiiklad methylové (—CH3) skupiny. Hodnoty absorpCnich koeficientd E»/Es a E»/Es se
pohybovaly u organickych frakci izolovanych z FK v rozmezi 8,4-21,8 resp. 27,0-64,1.
Nejvyssi hodnoty absorpénich koeficientd mély frakce FKEC a FKEE, z cehoz vyplyva, ze
tyto organické frakce maji niz§i molekulovou hmotnost a jsou charakterizovany nizsim
stupném aromaticity oproti ostatnim frakcim. Nicméné je zapotiebi fici, Ze absorpcni
koeficient Eo/Es je dle mnohych autort vice senzitivni pro odhad stupné aromaticity, nez-li
stfedni molekulové hmotnosti.

Tabulka 13: Vypocitané absorp¢ni koeficienty pro HU

Absorp¢ni koeficienty

Organicka frakce

Eg1/Eg; E»/E3 E2/E4
HUEA 0,67 6,80 13,50
HUEB 0,51 5,20 16,80
HUEC 0,43 5,47 12,33
HUED 0,49 5,81 14,20
HUEE 0,41 9,78 20,67
HUEF 0,34 34,00 —

V pripadé organickych frakci nerozpustného huminu mlzeme vidét, ze hodnota
absorpcniho koeficientu Egr/Eg; klesd s rostouci vzdalenosti od startu TLC desticky, resp.
s rostoucim retarda¢nim faktorem. Z toho vyplyva, ze organické frakce, které byly na desticce
nejrychleji eluovany, jsou charakterizovdny niz§i polaritou, a proto niz8i substituci
aromatického jadra kyslik obsahujicimi funk¢énimi skupinami, jako jsou karboxylové,
karbonylové a hydroxylové. Absorpéni koeficienty Ex/E3 a FEi/Es nabyvaly hodnot
od 5,2-34,0 resp. 12,3-20,7 a vykazovaly zvySujici se trend v zavislosti s rostoucim
retardaénim faktorem Rf Na zakladé téchto poznatki muzeme fici, ze organické frakce
izolované z HU, které se nachdzeji v blizkosti startovni cary TLC desticky, jsou
charakterizovany vyS$§i stfedni molekulovou hmotnosti a vys§im stupném aromaticity. Pfi
pohledu na rozpéti hodnot absorpcnich koeficienti E»/Es a Ea2/E4 lze konstatovat, ze vzorek
HU byl charakterizovan nejvy$si polydisperzitou konstitu¢nich jednotek spoluvytvarejicich
supramolekuly, ze vSech izolovanych HL.

4.9 Fluorescencni spektrometrie organickych frakci HL

Vsechny organické frakce HL, ziskané pomoci TLC chromatografie, byly podrobeny
zdkladni charakterizaci pomoci steady-state fluorescencni spektrometrie. Excitaéni a emisni
spektra frakci HK, FK a HU jsou uvedeny na Obrazku 16, 17 a 18.
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Jak 1ze pozorovat ve spektrech, HL obsahuji fluorofory typické pro kaustobiolity jako jsou
lignit, raselina, leonardit a pidni organickda hmota. Spektra HK obsahuji charakteristicka
fluorescencni maxima pfi 523 nm u frakce HKEA a 480 nm a mén¢ u ostatnich frakci HK,
které maji zpravidla ptvod v tzv. humic-like fluoroforech. Podle [69] v dusledku pfitomnosti
vyS§§iho obsahu funkénich skupin jako —NHz, C=0, —OR a —OH, dochazi k bathochromnimu
(Cervenému) posunu k delsSim vlnovym délkam. Hypsochromni posun je spojovan
s pfitomnosti jednodusSich struktur s niz§im obsahem aromatickych jader a alifatickych
fetézcu s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Na zakladé téchto poznatkh muzeme
konstatovat, ze srostouci eluc¢ni rychlosti na TLC desticce dochazi ke snizeni obsahu
funk¢nich skupin a snizena intenzita fluorescence je spojovana s vy§sim obsahem elektron-
akceptornich funk¢nich skupin.

V emisnich spektrech organickych frakei HK, FK, a HU si Ize pov§imnout, ze s rostouci
eluéni rychlosti na TLC desticce dochazi k vyraznému modrému posunu fluorescencniho
maxima v ptipadé fluorofort humic-like. To je zptsobeno pravdépodobné nizsim obsahem
aromatickych strukturnich jednotek (snizeni m-elektronového systému) ¢i snizenim obsahu
konjugovanych dvojnych vazeb zpiisobeném konverzi kondenzovanych aromatickych struktur
na nelinearni, strukturné jednodussi systémy.

Obecné muzeme konstatovat, ze s rostoucim retardacnim faktorem Ry organickych frakci
dochazi ke snizeni jejich stfedni molekulové hmotnosti, ktera je v ptimé umérnosti s poctem
aromatickych strukturnich jednotek a dochdzi také k poklesu intenzity fluorescence. To je
v dobré shod¢ s vysledky UV/Vis spektrometrii, kde dochazi k poklesu hodnoty Egt/Egz.
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Obrazek 16: Spektra jednotlivych frakci HK (a. emisni; b. excitacni)
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Obrazek 18: Spektra jednotlivych frakci HU (a. emisni; b. excitacni)

Jako v kapitole 4.6 byly 1 zde vypocitané fluorescencni koeficienty, které jsou uvedeny
v Tabulce 14, 15 a 16. Koeficienty FI a BIX rostou se vzdalenosti od startu TLC destic¢ky, coz
vypovida o tom, ze srostoucim retardacnim faktorem Rf dochdzi k poklesu aromaticity
a sttedni molekulové hmotnosti. Fluorescen¢ni indexy HIX a Milori, vyjadifujici miru
humifikace, klesaji se rostouci elu¢ni rychlosti. Z téchto poznatki muzeme vyvodit, Ze
organické frakce nachazejici se u Cela TLC desticky maji nejnizsi obsah aromati ve struktufe.
Koeficienty také vypovidaji o mnozstvi strukturnich jednotek odpovidajici fluoroforim
humic-like a fulvic-like, ale také o mikrobialn€ derivovanych strukturnich jednotek tzn.
tyrosin-like a tryptofan-like. Mizeme pozorovat, ze frakce HKEE, FKEE, HUEE a HUEF
obsahuji nejvice téchto strukturnich jednotek. Naopak frakce nachazejici se na startu TLC
desticky (HKEA, FKEB, FKEC a HUEB) byly charakterizovany strukturnimi jednotkami,
které jsou vice humifikované, jako jsou napftiklad chinony, které znacné ovliviiuji intenzitu
fluorescence.
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Tabulka 14: Vypocitané fluorescencni koeficienty HK

Vzorek FI (-) BIX (-) HIX (-) Milori (-)
HKEA 0,76 0,31 88,3 1,60x107
HKEB 0,87 0,48 23,2 1,49x10°
HKEC 0,94 0,67 18,2 6,01x10°
HKED 0,94 0,64 524 2,03x10°
HKEE 1,23 1,01 13,1 2,44x10*
Tabulka 15: Vypocitané fluorescencni koeficienty FK
Vzorek FI (-) BIX (-) HIX (-) Milori (-)
FKEA 1,03 0,46 16,3 3,69x10*
FKEB 1,08 0,49 276,0 4,28x10°
FKEC 1,05 0,59 227,1 1,26x107
FKED 1,11 0,54 26,4 5,82x10°
FKEE 1,08 0,94 1,28 4,90x10*
Tabulka 16: Vypocitané fluorescencni koeficienty HU
Vzorek FI (-) BIX (-) HIX (-) Milori (-)
HUEA 0,94 0,40 21,6 3,69x10°
HUEB 1,00 0,53 46,3 1,18x10°
HUEC 1,00 0,57 28,9 1,13x10°
HUED 1,08 0,70 18,2 8,45x10°
HUEE 1,14 0,94 2,18x10! 1,46x10°
HUEF 1,28 1,07 1,69x10°2 7,27x10*
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5 ZAVER

Tato diplomova price se zabyva detailni charakterizaci struktury HL. PredevS§im se
zamétfuje na jednotlivé frakce HK, FK a HU, které byly frakcionoviany pomoci metody
tenkovrstevné chromatografie (TLC) a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Vzorky HL
pouzité v této praci byly izolovany ze vzorku oxyhumolitu na zékladé postupu Mezinarodni
spoleCnosti pro vyzkum huminovych latek (IHSS). Fyzikalné-chemicka charakterizace byla
provedena nejdifive u nativniho oxyhumolitu za vyuziti elementarni analyzy (EA),
termogravimetrie (TGA) a infraCervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR).
Huminové latky, ziskané z exyhumolitu, byly poté charakterizovdny termickymi metodami
jako je elementdrni (EA) a termogravimetrickd analyza (TGA), dale molekulovou absorp¢ni
spektrometrii v ultrafialové a wviditelné oblasti elektromagnetického zateni (UV/Vis),
infraCervenou spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR) a fluorescencni spektrometrie
v ustdleném stavu. Jednotlivé frakce HK, FK a HU ziskané metodou TLC byly dale
charakterizovany pomoci metod molekulové absorpcni spektrometrie (UV/Vis) a steady-state
fluorescencni spektrometrie.

Elementarni a termogravimetrickou analyzou bylo potvrzeno, ze oxyhumolit je pfirodni
matrice tvofena pievazné uhlikem, vodikem, kyslikem a minoritn€ dusikem. Bylo zjiSténo, ze
oxyhumolit po extrakci je tvofen vys§§im obsahem kysliku, ktery je pfevazné vazan s obsahem
funk¢nich skupin, jako jsou karboxylové a fenolické skupiny, které pochazeji z polysacharidi.
Nativni oxyhumolit, ktery ma niz§i hodnotu atomového poméru O/C, ma niz§i obsah
karboxylovych a fenolickych funk¢nich skupin. Termogravimetrickou analyzou bylo zjisténo,
ze nativni oxyhumolit obsahuje mensi mnozstvi popela oproti oxyhumolitu po extrakci, coz
znamena, ze obsahuje mensi mnozstvi anorganickych primési.

Elementarni analyza HL potvrdila, ze HL jsou tvofeny pifevazné uhlikem, vodikem
a kyslikem a minoritné dusikem. Sira byla detekovana pouze u vzorku FK, coz znamena, ze
vzorek FK ma ve své struktufe wvyS§i zastoupeni hydrofilnich sulfonovych skupin.
Z atomovych poméri bylo prokazano, Ze vzorek HK je charakterizovan vys$§i mirou
aromaticity a dehydrogenace v porovnani s ostatnimi dvéma vzorky a ze vzorek FK obsahoval
vetsi mnozstvi kyslik obsahujicich funkénich skupin oprott HK a HU. Bylo zjisténo, ze HK
pravdépodobné zptasoben vynechanim purifikace izolovanych FK za pouziti smeési HCI a HF.
UV/Vis spektrometrie byla pouzita k vypoctim absorp¢niho koeficientu a humifika¢niho
indexu. Bylo zjisténo, ze vzorek HK byl charakterizovan vyssim stupném humifikace a také
vy$si molekulovou hmotnosti. Vzorky HK a HU byly charakterizovany vyssi mirou substituce
aromatického jadra polarnimi funkénimi skupinami. Pomoci infracervené spektrometrie bylo
zjisténo, ze FK obsahovala na rozdil od HK a HU nejvice karboxylovych funkénich skupin,
coz bylo prok4zano absorpénim pasem pii 1720 cm™. Fluorescenéni spektrometrii bylo
zjisténo, ze vzorek HK mél nejvyssi stupen kondenzace aromatického jadra a nejvyssi obsah
strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb.

Zo6my jednotlivych organickych frakci nachdzejicich se v HL byly pouzity k vypoctu
pislusnych retardacnich faktord Rs. Nizké hodnoty retardacnich faktorti vypovidaji o tom, ze
HU obsahuje takové organické frakce, které jsou slabéji poutany k adsorbentu TLC desticky
oproti ostatnim dvéma frakcim. Také bylo zji§téno, ze z nékteré organické frakce mély velmi
podobné hodnoty Ry, coz by mohlo znamenat, ze maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti.
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UV/Vis spektrometrii organickych frakci HL bylo zjiSténo, ze mira substituce aromatickych
struktur polarnimi funkénimi skupinami klesala s rostoucim retardaénim faktorem Ry
jednotlivych organickych frakci. Z vysledki bylo zifejmé, ze nejvys§i aromaticitou
a molekulovou hmotnosti byly charakterizovdny organické frakce nachdzejici se u startovni
cary TLC desticky. Naopak frakce nachazejici se na konci TLC chromatogramu byly
charakterizovany nizkou molekulovou hmotnosti a byly oproti ostatnim frakcim vice
alifatické. Vzorek HU byl charakterizovan nejvyssi polydisperzitou konstitu¢nich jednotek
spoluvytvarejicich supramolekularni asocidty, ze vSech izolovanych HL. Béhem meéfeni
fluorescencnich spekter vykazovaly vSechny studované vzorky odpovidajici fluorescencni
maxima HL izolovanych z terestrialnich pfirodnich matric. Na zakladé namérenych vysledkt
bylo zjisténo, ze s rostouci elucni rychlosti na TLC desti¢ce dochazi v ptipadé humic-like
fluoroforu k vyraznému modrému posunu fluorescenéniho maxima, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno niz§im obsahem aromatickych strukturnich jednotek anebo snizenim obsahu
konjugovanych dvojnych vazeb. Obecné 1ze konstatovat, Ze s rostoucim retardacnim faktorem
R frakci dochdzelo k snizeni jejich stfedni molekulové hmotnosti.

Diky této diplomové praci bylo zjisténo, ze metoda chromatografie na tenké vrstvé je
vhodna metoda pro frakcionaci, separaci i1 vizualizaci biokoloidnich l4tek resp. huminovych
latek. Pomoci metody tenkovrstvé chromatografie doslo ke snizeni molekulové heterogenity
studovanych HL a jejich struktura a vlastnosti mohly byt podrobné studovany.
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7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam pouzitych zkratek

BC-NMR
BIX
DOM
DRIFT
EA

FI

FK
FTIR
hDOM
HIX
HK
HL
HU
HY
IFE
THSS
OM
SEC
SOM
TGA
TLC
UV/Vis

3C nuklearni magneticka rezonanéni spektrometrie
autochtonni/biologicky index

rozpusténa organicka hmota (Dissolved Organic Matter)
difuzni reflektance

elementarn{ analyza

fluorescen¢ni index

fulvinova kyselina

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
hydrolyzujici rozpusténa organickd hmota
humifikaéni index

huminov4 kyselina

huminov4 latka

humin

hymatomelanov4 kyselina

Inner filter effect

mezinarodni spole¢nost pro vyzkum huminovych latek
organickd hmota

velikostné-vyluovaci chromatografie

padni organicka hmota

termogravimetrickd analyza

tenkovrstva chromatografie

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zateni
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7.2 Seznam pouzitych symbolu

Aj

Ay

Azsq /As10
at. %
E>/E3
E>/E4
E«/Es
Err/Ep;
hm. %
Ry

Milori index

integral v rozmezi vinovych délek emise 300-345 nm
integral v rozmezi vinovych délek emise 435-480 nm
pomeér absorbanci pfi vinovych délkach 254 a 410 nm
elementarni sloZeni v atomovych procentech

pomeér absorbanci pfi vinovych délkach 250 a 365 nm
pomeér absorbanci pfi vinovych délkach 265 a 465 nm
pomeér absorbanci pii vinovych délkach 465 a 665 nm
pomeér absorbanci pii vinovych délkach 253 a 220 nm
elementarni slozeni v hmotnostnich procentech

retardacni faktory

plosny integral pres celé emisni spektrum
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8 PRILOHY

Obrazek 20: Adsorpce FK na pryskyrici DAX-8
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Obrazek 21: UV/Vis spektra HL oxyhumolitu

Obrazek 22: Pozorovdani TLC chromatogramii pod UV zdrenim v pozorovaci komore
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Obrazek 23: UV/Vis spektra organickych frakci HL: a.) organické frakce izolované z HK;

b.) organické frakce izolované 7 FK
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Obrazek 24: UV/Vis spektra organickych frakci izolovanych z HU
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