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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva fyzikalné-chemickou charakterizaci pudnich huminovych
latek izolovanych z hnédozemé modalni na zdkladé mezinarodniho postupu IHSS. Huminové
latky jsou organické slouCeniny vyskytujici se v padé€ a maji vyznamny vliv na pudni procesy
a vlastnosti. Cilem této prace je ziskat detailni informace o fyzikéalnich a chemickych
vlastnostech huminovych latek, jako jsou stfedni molekulova hmotnost M,, spektralni
charakteristiky, elementarni slozeni a termicka stabilita. Vzorky pidnich huminovych latek
byly charakterizovany termickymi technikami, jako jsou termogravimetrickd (TGA)
a elementarni analyza (EA). Pro analyzu vzorkl byly pouzity rdzné instrumentalni metody,
jako jsou UV/Vis spektrometrie, infraCervena spektrometrie a fluorescencni spektrometrie.
Vysledky této prace mohou pfispét k lep§imu porozuméni pudnich procesu a vlastnosti, coz
muze vést k vylepSeni zemédé€lské produkce a ochrané zivotniho prostiedi.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the physicochemical characterization of soil humic
substances isolated from brown earth modal based on the international IHSS procedure.
Humic substances are organic compounds occurring in soil and have a significant influence
on soil processes and properties. The aim of this work is to obtain detailed information on the
physical and chemical properties of humic substances such as mean molecular weight M.,
spectral characteristics, elemental composition and thermal stability. Soil humic substances
samples were characterized by thermal techniques such as thermogravimetric (TGA)
and elemental analysis (EA). Different instrumental methods such as UV/Vis spectrometry,
infrared spectrometry and fluorescence spectrometry were used to analyze the samples.
The results of this work can contribute to a better understanding of soil processes
and properties, which can lead to improved agricultural production and environmental
protection.

KLICOVA SLOVA

Pidni huminové latky, huminové kyseliny, fulvinové kyseliny, elementarni analyza, TGA,
infraCervena spektrometrie, UV/Vis spektrometrie, fluorescencni spektrometrie.
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UVOD

Huminové latky jsou téméf vsude v ptirodé. Tyto organické slouceniny jsou vysledkem
rozkladu rostlinnych zbytkii a jsou dulezité pro udrzeni kvality pady a produktivity
zemedelské pudy. Moznosti vyuziti huminovych latek jsou nekonecné, mizeme se setkat
s jejich vyzitim v raznych oblastech lidské Cinnosti: v medicin€, v ropném pramyslu, kde se
pouzivaji k rekultivaci ropné znecisténych pad. Studium padnich huminovych latek v dnesni
dobé je nedilnou soucasti zivota kazdého z nas, protoze jsou klicové pro udrzeni zdravého
pudniho prostiedi a pro udrzeni udrzitelného zemédélstvi, na jehoz kvalité zavisi rostlinné
produkty konzumované clovékem.

Tato bakalarska prace se zameéfuje na fyzikalné-chemickou charakterizaci pudnich
huminovych latek izolovanych z hnédozemé moddalni. Cilem prace je ziskat detailni informace
o fyzikéalnich a chemickych vlastnostech huminovych latek, jako jsou stfedni molekulova
hmotnost, spektralni charakteristiky, elementarni sloZeni a termicka stabilita.

V této praci jsou popsany zakladni principy fyzikalné-chemickych metod pouzivanych
k charakterizaci huminovych latek, vcetné elementarni a termogravimetrické analyzy,
molekulové absorpcni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického
zateni (UV/Vis), infraCervené spektrometrie a fluorescencni spektrometrie. Déle jsou
predstaveny vysledky analyzy huminovych latek izolovanych z hnédozemé modalni, které
jsou ziskany pomoci téchto metod. Vysledky této prace mohou poskytnout nové informace
o vlastnostech huminovych latek a jejich vlivu na padni procesy, coz muze byt uziteCné pro
zlepSeni zemédélské produkce a ochranu zivotniho prostiedi.



1. TEORETICKA CAST
1.1 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou pfirodni organické slouceniny, které vznikly chemickym
a biologickym rozkladem organické hmoty a syntetickou Cinnosti mikroorganismu [1].
Aerobni kompostovani je typickym biochemickym procesem, pii kterém dochézi k degradaci
organickych latek a nasledné k jejich agregaci, resp. re-syntéze za vzniku HL. Tvorba HL je
ovlivnéna vlastnostmi pouzitych vstupnich organickych sloucenin, pfitomnosti ptisad
do kompostu, mikrobialni aktivitou, teplotou, pH, pomérem C/N, obsahem vlhkosti, obsahem
kysliku a velikosti Castic, z nichz v§echny mohou interagovat s kazdym jiny. HL se vyskytuji
zejména v sedimentech, zeminach, raSeliné, hnédém uhli, lignitu a nékterych dalSich
materialech [3]. Obsah HL v pudé kolisa od stopovych mnozstvi (pisky, jily), pfes jednotky
procent (bézné zeminy) az k desitkdm procent (hnédé¢ uhli, lignit) [1]. HL se d€li podle jejich
vlastnosti, a to dle jejich extrahovatelnosti (louhovatelnosti) zasadami a kyselinami na:
fulvinové kyseliny, huminové kyseliny a humin, které se li§i chemickou strukturou
a molekulovou hmotnosti. HL obsahuji heteroatomy, nejdalezit€jsi funkcni skupinou je
kyslik, ktery je vazan v karboxylovych a fenolickych skupinach. Naproti tomu, dusik a sira
jsou mén¢ vyznamné [2].

1.2 Rozdéleni huminovych latek

Rozdéleni huminovych latek se obvykle provadi na zaklad¢ jejich rozpustnosti v raznych
rozpoustédlech. Existuji tfi hlavni frakce huminovych latek [6]:

e huminové kyseliny (HK) jsou rozpustné ve vodé za alkalickych podminek (pH>8), ale
ne za kyselych podminek;

e fulvinové kyseliny (FK) jsou rozpustné za vSech podminek pH;

e huminy (HU) jsou kompletné nerozpustné ve vodnych roztocich rizného pH, tzn. 1—-
14;



HUMINOVE LATKY

Fulvinové kyseliny Huminové kyseliny Huminy

2 000 Da narust molekulové hmotnosti 30 000 Da
45% narust obsahu uhliku 62%
48% pokles obsahu kysliku 30%

s pokles kyselosti

Vv Y

> pokles stupné rozpustnosti

Obrazek 1: Fyzikalné-chemické viastmosti HL a jejich rozdélent [9]
1.2.1 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny predstavuji takovou frakci huminovych latek, ktera neni rozpustna
v kyselych a neutralnich vodnych roztocich, ale rozpustnd az pii vysSich hodnotach pH.
Huminové kyseliny tedy mohou byt ziskany alkalickym louzenim vhodné matrice
anaslednym okyselenim vyluhu [1]. HK maji rozvétvenou molekularni strukturu, ktera
obsahuje velké mnozstvi funk¢nich skupin a aktivnich center, do nichz patfi: dusik, draslik,
fosfor, a také stopové prvky jako molybden, méd’, zinek, zelezo atd., to vSe podmitiuje
fyzikélni, chemické a biologické vlastnosti huminovych kyselin a jejich vliv na rostliny
a padu [4].

Chemické slozeni HK se muze liSit podle geografického pavodu, stafi, klimatu
a biologickych podminek, coz ztézuje pfesnou charakterizaci téchto latek [8]. HK se skladaji
hlavné z fenolovych, karboxylovych, enolovych, chinonovych a etherovych funkénich skupin,
ale mohou zahrnovat také cukry a peptidy. Fenolové a karboxylové skupiny vSak prevladaji
ve strukturach HK. Obrovskéd struktura molekuly HK se sklada zhydrofilnich ¢&asti
sestavajicich z OH skupin a hydrofobnich casti sestavajicich z alifatickych fetézcu
a aromatickych kruha [7].
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Obrazek 2: Model struktury HK [7]
1.2.2  Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny pfedstavuji takovou frakci huminovych latek, kterd je rozpustna
v celém rozmezi pH a ktera zistava v roztoku po odstranéni huminovych kyselin okyselenim.
Zabarveni FK je svétlejsi nez u HK, v kterych je vétsi pocet uhliku, a pohybuje se v rozmezi
od svétle zlutého do zlutohnédého [1]. FK lze povazovat za produkty rozkladu HK nebo jejich
prekurzort.

FK obsahuji vy$§i pocet hlavné karboxylovych skupin, které jsou nositelem kyselych
vodikl, ¢imz se tato frakce huminovych latek chova kyseleji ve srovnani s huminovymi
kyselinami a huminy [9].

1.2.3  Humin

Humin ptedstavuje takovou frakci huminovych latek, ktera se ve vode nerozpousti ani pii
kyselé, ani pti alkalické hodnoté pH. Huminy potom maji velmi tmavohnédou az ¢ernou
barvu [1]. Humin je zbytek, ktery zastava po extrakci huminovych kyselin. HU je soubor
organickych sloucenin, nej¢astéji lipidické a polypeptidové povahy, nerozpustnych ve vode,
které jsou pevné€ spojeny s minerdly a také s nékterymi specifickymi slouceniny (napf.
celul6za, chitin, lignin atd.) [5].

1.3 Molekularni struktura huminovych latek

Molekularni struktura huminovych latek je slozita a jeji pochopeni vyzaduje analyzu
a charakterizaci z riznych ahla.

1.3.1 Polymerni teorie

Z polymerniho pohledu je struktura huminovych latek popsana jako polymerni sit’, ktera je
tvofena ruznymi organickymi slouCeninami, jako jsou aromatické a alifatické kyseliny,
fenoly, cukry a dalsi. Tyto slouceniny jsou vzajemné propojeny vazbami, jako jsou kovalentni
vazby, vodikové vazby, iontové interakce a hydrofobni interakce. Podle prvnich polymernich
modelt byla struktura huminovych latek popsana jako linearni, elipsoidniho tvaru
a pruzngjsiho charakteru, pfi¢emz méla nahodné stoCenou konformaci, nazyvanou random
coil. Nicméne, diky dalSim experimentim bylo zjiSténo, ze makromolekularni struktura
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huminovych latek se méni v zavislosti na koncentraci huminovych latek, pH prostredi
a iontové sile roztoku. Pozorovalo se, ze se tvar struktury méni od sférického ke linearnimu
v zavislosti na zménach koncentrace huminovych latek, pH a iontové sily. Pfi zvySujicim se
pH nebo koncentraci huminovych latek dochazi ke zméné tvaru z klubkovitého na nahodné
propletenou sit” linearnich fetézcu, které se spojuji do listovité struktury znamé jako B-sheet
[36].

COOH COOH

OH OH

~vo 0
H 0 0

n Tl
HO=—C-C—- NH-(I:H—C-NH-(I:H-C

O H H
C-C=-C-C-0
OO0
‘ H H | R, R,
0 residua bilkovin

residua polysacharidi

Obrazek 3: Model struktury HK zaloZeny na konceptu dimeru dle Stevensona [4]

1.3.2  Supramolekuldrni teorie

Ze supramolekularniho pohledu se huminové latky popisuji jako soubor
supramolekularnich struktur, které vznikaji interakcemi mezi organickymi slou¢eninami. Tyto
interakce zahrnuji vodikové vazby, hydrofobni interakce, elektrostatické ptuisobeni a dalsi.
Diky témto interakcim vznikaji koloidni Castice a agregaty, které jsou schopny vazat ionty
a dalsi molekuly. Autofi popisuji huminové latky (HL) jako micelarni asociace, které jsou
pfevazné stabilizovany hydrofobnimi silami, jako jsou van der Waalsovy sily, m—m vazby
a CH—n vazby, pii pH hodnoté 7. Navrhuji, ze organické kyseliny pronikaji do vnitifniho
hydrofobniho jadra micelarni struktury pfi neutralizaci kyselych funkci huminovych latek
zpH 7 na pH 2. To vede k asociaci mezi organickymi kyselinami a HL, diky amfifilnim
vlastnostem kyselin, které mohou interagovat s hydrofobnimi i hydrofilnimi doménami
huminovych agregati. Tyto interakce jsou schopny narusit slabé sily, které stabilizuji
strukturu huminovych latek [37].

Studie naznacuje, Ze struktura a usporadani huminovych kyselin (HK) je slozitéj$i, nez se
puvodné predpokladalo, a pfinasi nové pojeti, které je chape jako supramolekuly. Huminové
latky nejsou stabilizovany silnymi kovalentnimi vazbami, jak bylo ptivodné predpokladano
v polymerni teorii, ale spoléhaji se na slabé disperzni hydrofobni sily a vodikové vazby. Tyto
interakce jsou zodpovédné za vznik velké molekularni struktury HL, ktera se zvySuje
s rostoucim pH. Naopak, v oblastech nizkého pH dochazi ke vzniku vodikovych vazeb, coz
vede ke destabilizaci supramolekularni struktury a zmensSeni velikosti Castic huminovych
kyselin [37].
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aromatické fragmenty ligninu
/. . alifaticke retézce
O * ® polysacharidy

polypeptidy

kationty kovu

Obrazek 4: Supramolekularni struktura dle Simpsona [38]

1.4 Vznik pidnich huminovych latek

Existuje nékolik hlavnich teorii tykajicich se tvorby HL. V ligninové teorii jsou HL
syntetizovany z prekurzord pochazejicich z ligninu, coz znamena, ze lignin je surovinou
a kostrou prekurzord HL [6]. Podle Kulikowské castecné degradace ligninu muze tvorit
fenolové a chinonové skupiny, které mohou slouzit jako prekurzory HL. V teorii polyfenolt
jsou HL kondenzacni produkty mnoha malych molekul, jako jsou polysacharidy a proteiny
[6]. Tyto cesty se nevyskytuji samostatng. Siroka $kala zdroju a struktury kompostovacich
materiald vedou k interakci s cestami navzajem [11]. Lignin a jeho degradacni produkty,
vcetné fenolli a chinond, jsou hlavnimi prekurzory pii tvorbé HL polymeraci a kondenzaci
s dusikatymi slouceninami, jako jsou proteiny, aminokyseliny a nukleové kyseliny [13].
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Obrazek 5: Schéma teorie vzniku huminovych ldtek [6]
1.4.1 Ligninova teorie

Teorie ligninu je klasicka teorie definovana Waksmanem (1932). Pfedpokladalo se, ze
tvorba HL zac¢ind z modifikovaného ligninu. Diky studiu rozkladu rostlinnych slozek je
znamo, ze nejsnaze podléhaji humifikaci latky rozpustné ve vodé€, hemicelulozy a nejméné
snadno celul6za. Proces spociva v kombinaci modifikovanych molekul ligninu s dusikatymi
slozkami  proteinového typu (aminoslouCeniny) syntetizovanymi mikroorganismy
(Stenvenson, 1994). Lignin se hromadi ve zbytcich rostlinného materidlu, kde je
degradovan mikroorganismy za postupné ztraty methoxylovych skupin a nasledného vzniku
o-hydroxyfenold. Konec¢nou oxidaci alifatickych casti molekuly pak vznikaji karboxylové
skupiny. Takto pozménéné casti ligninu jsou podrobeny dalSim reakcim. Pfi oxidaci reaguji
s aminovymi slouCeninami za vzniku kondenza¢nich produktd, ve kterych je dusik soucasti
heterocyklickych sloucenin. Posledné jmenovanou slozkou je snadno biologicky odbouratelny
biopolymer tvofeny sestavou tii typt jednotek fenylpropanoidt spojenych mezi nimi raznymi
typy spojeni C—C a ethyloxidu [6,10].

1.4.2  Polyfenolova teorie

Podle teorie polyfenolt 1ze HL. povazovat za kombinaci biopolymera vzniklych degradaci
rostlin a dalSich organickych slozek. Také k tvorbé HL dochazi v dasledku transformace
mikroorganismy (Pefia-Méndez et al., 2005). Lignin, uvolnény ze své vazby s celul6zou pii
rozkladu rostlinnych zbytkd, podléha degradaci a rozklada se na své primarni strukturni
jednotky (jednotky fenylpropanoidy). Tyto posledni slozky jsou nasledné demethylovany
a oxidovany za tvorby polyfenold. Kyseliny a fenolové aldehydy, vznikajici z ligninu béhem
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mikrobialniho napadeni, jsou pfeménény na chinony pomoci specifickych enzymd, zejména
polyfenoloxydaz, které odstratiuji atom vodiku z fenolickych OH funkénich skupin. Chinony
jsou poté polymerizovany nebo rekombinovany se slouceninami, které jsou dusikaté,
za vzniku huminovych makromolekul (Huang, 2000). Existuje jest€ jeden zpisob tvorby HL
podle teorie polyfenolt. Prvni zptsob se fidi podobnym principem jako druhy zpiisob tvorby
HL. Jediny rozdil je vSak v tom, ze syntéza polyfenoli mikroorganismy pocinaje
bezdrevitymi zdroji uhliku (napfiklad celulozou, ale také bez rostlinnych zdroji). Oxidace
téchto bakterialnich polyfenolt v chinony, také vede k tvorbé HL [10].

1.4.3 Teorie kondenzace cukrit s aminy

Mriaillard (1913) navrhl kombinaci redukujicich cukri a amint k vysvétleni vzniku HL. Je
znama jako komplexni reakce, ktera je provadéna slouCeniny predstavujicimi redukujici
seskupeni (aldehydova nebo ketonova) a aminoslouceniny, které vzajemné reaguji za vzniku
aromatickych a barevnych latek. SlouCeniny s karbonylovou skupinou (C=0) mohou byt
sacharidy (cukry) nebo produkty oxidace lipidu a funkcni aminy pochazi ze samotnych
aminokyselin, proteini nebo pfirodnich nebo exogennich aminti. Cukry a aminokyseliny
vzniklé mikrobidlnim metabolismem a degradaci z organické hmoty jsou polymerizovany
abiotickou kondenzaci [22, 23].

1.5 Organicka hmota v pudé

Organicka hmota v pade¢ je slozena ze zbytka rostlin a zivoc¢ichti, mikroorganismu a jejich
produktti, jako jsou enzymy, slouCeniny dusiku a uhliku a dalsi organické latky. Tento
organicky material ma kliCovy vyznam pro pudni funkce a procesy, protoze ovliviuje
vlastnosti pudy, jako jsou jeji struktura, pH, propustnost pro vodu a ziviny, a zasobeni
zivinami. Organicka hmota v pudé mize byt rozdélena do tii hlavnich frakci: lehka frakce,
huminové latky a rezidualni frakce. Lehka frakce je slozena z relativné snadno rozlozitelnych
latek, jako jsou cukry, aminokyseliny a dal§i organické slouc¢eniny. Huminové latky jsou
slozit€j§i organické slouCeniny, které jsou rezistentni v0¢i mikrobialnimu rozkladu.
Rezidualni frakce je nejstabilngjsi frakci organické hmoty a obsahuje slozky, které jsou velmi
odolné vici rozkladu, jako jsou ligniny a polysacharidy vazany na mineralni Castice [30].

Pidni organicka hmota obsahuje vice organického uhliku nez globalni vegetace
a atmosféra dohromady. Z tohoto divodu muize uvoliiovani a pfeména i malého podilu uhliku,
obsazeného v pudni organické hmot€, na oxid uhliCity nebo methan zplsobit kvantitativné
vyznamné zmeény koncentraci sklenikovych plynt v atmosfére. Kromé toho organicka hmota
zadrzuje ziviny a znecist'ujici latky v pudé€, coz zlepSuje rast rostlin a chrani kvalitu podzemni
a sladkovodni vody. Pada je také dulezitym zdrojem vodniho uhliku s dusledky pro
biogeochemické procesy v fekach, jezerech a ustich fek [24]. Organicky podil tvofi v priméru
5 % hmotnosti pudy, ale celkovy obsah organické hmoty se v pud€ pohybuje v rozmezi od
méné nez 1 % v chudych piscitych nebo intenzivné zemédélsky obhospodarovanych pudach
az po 80 % v raselinnych pudach [30].
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Zaroven vSak muze byt organicka hmota ovlivnéna negativnimi vlivy, jako jsou eroze,
nadmérna orna Cinnost, nadmérné pouzivani hnojiv a pesticidu a dalsi zdroje znecisténi. To
muze vést k degradaci pudy a snizovani jeji urodnosti. Je proto dilezité chranit organickou
hmotu v padé a udrzovat jeji kvalitu pro udrzeni zdravi pudy a ochranu zivotniho prostiedi
[30].

Pochopeni pudni biogeochemie ma zasadni vyznam pro spravu ekosystémovych vazeb,
které puda poskytuje, jako je urodnost pudy (pro produkci potravin, vlaken a paliv), kvalita
vody, odolnost vii€i erozi a zmirfiovani klimatickych zmén prostednictvim omezeni zpétnych
vazeb na zménu klimatu [24].

S naslednym studiem byla velka snaha o urceni chemické struktury huminovych latek.
Diky podrobné analyze huminovych latek prostfednictvim pokrocilych chemicko-fyzikalnich
metod, napt. IRS (Infra Red Spectroscopy) a NMR (Nuclear Magnetic Resonance) byly
ziskany dikazy potvrzujici, ze huminové latky nejsou makropolymery, ale ve skutecnosti
supramolekularni struktury heterogennich organickych molekul s relativné malou stfedni
molekulovou hmotnosti [25].

1.6 Vyuziti huminovych latek

Huminové latky (HL) jsou latky pochazejici z pudy, které tvoii jeden z obrovskych
rezervoari organického uhliku v pfirodé. HL jsou primarné produkovany fyzikalni,
chemickou a mikrobidlni degradaci a transformaci rostlinnych a zivocisnych tkani
(humifikace) po miliony let. Tvofi vétsinu organické hmoty pidy — humus, raselinu, lignity
ataké hnédé uhli. HL mohou byt také produkovany jako vedlej§i produkt syntetickych
oxidac¢nich reakci fenolickych slouc¢enin [20,21].

1.6.1 Zemedeélstvi

Huminové latky diky svym unikatnim strukturnim a chemickym vlastnostem vyborné
zlepSuji pudu. Nabizeji piiznivé dopady, pokud jde o celkovou strukturu pudy, kapacitu
zadrzovani vody a dostupnost zivin v pudé€ (sorpéni schopnosti HL), spolu s pozitivnim
ucinkem na mikrobialni spoleCenstva v pud€, vliv podobny hormonim na rust rostlin. Proto
jsou jednou z dulezitych prfisad do hnojiv nebo pudnich kondicionéru. Dokazuji tak svou
vitalitu pro ekonomicky status zemédélcu [20].

1.6.2  Prumysl

Humus a materidly obsahujici humus se pouzivaji ve velkém méritku ve stavebnictvi,
napiiklad jako pfisady pro regulaci rychlosti tuhnuti betonu. Humusové materidly nasly
uplatnéni také pii pripravé kaze. Zpocatku se pouzivaly jako barvivo na kize, pozdéji jako
¢inidlo pro Cinéni kizi, a nakonec jako slozka roztoku pro konecnou upravu kize. Dalsim
oborem, kde se HL uplatnily, je dfevozpracujici primysl. Pouzivaly se k pfiprave pfirodniho
indiga k barveni dfevénych dyh. Kromé tohoto huminové materialy jsou vhodnymi latkami
jako soucast vodou feditelnych mofidel na dfevény nabytek [19].
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V keramickém prumyslu se huminové latky pouzivaly predevs§im jako piisady ke zvySeni
mechanické pevnosti nezpracované keramiky, ke zlepSeni odlévacich vlastnosti keramiky,
k barveni hlinénych dlazdic, a kromé mnoha dalSich pouziti se uplatiiovaly také pti priprave
kameniny [19].

Dale huminové latky nasly uplatnéni pfi vyrobé plastl, zejména jako barviva pro barveni
plasti z Nylonu 6 nebo PVC, tvrdidla polyuretanovych pén nebo jako zmékcovadla PVC [19].

Huminové latky nasly Cetné uplatnéni také v papirenském prumyslu. Jsou soucasti riznych
vyrobnich postupt, napfiklad pii vyrobé elektricky vodivych papirovych listi nebo pfi vyrobe
papiru s vysokou pevnosti v tahu, a takeé pfi recyklaci papiru [19].

1.6.3 Medicina

Farmakologické vlastnosti huminovych latek a produkti =z nich odvozenych
a extrahovanych byly systematicky prezkoumany. Pozitivni vliv téchto latek byl
zdokumentovan na zakladé dobfe navrzenych studii pro 1écbu riznych revmatologickych
a jinych muskuloskeletalnich onemocnéni. Shilajit, tradicni exudat z Himalaje v Indii, se
vyskytuje ve formé piirozené se vyskytujici mineralni latky. Shilajit ma prokazané stimulacni,
omlazujici, revitalizacni, protistarnouci a protizanétlivé ucinky. Lokalni aplikace shilajitu
navic prokazala jeho antiseptické a analgetické vlastnosti. Shilajit obvykle tvoii huminové
latky, v nichz ptsobi fulvinova kyselina jako nejvice bioaktivni slozka (15-20 %), o niz je
znamo, ze ma imunomodulacni chovani. Vytazky z raSeliny, pochéazejici ztzv. organické
piidy — hojn& zastoupené HL, byly hojné vyuzivany ve starém Rimé& b&hem 19. stoleti jako
bahenni koupele pro své 1écebné tcinky pii gynekologickych a revmatickych onemocnénich.
Raselina se také podavala peroralné k 1écbé srde¢nich, zaludecnich, stfevnich nebo jaternich
potizi [20].

1.6.4 Kosmetika

Vzhledem k mirnému adstringentnimu a protizanétlivému ucinku jsou huminové latky
uzitenym dopliikem pfi lokalni terapii zanétlivych koznich onemocnéni, jako je atopicka
dermatitida, cheiropodopfolyx, psoridza a mirna fokalni hyperhidroza.

Piipravky huminovych kyselin a dalSich raSelinovych slou¢enin mohou byt specialné
urCeny k pouziti na télo, pokozku hlavy nebo palmoplantarni kiizi. SloucCeniny umoziiuji
zapracovani do gelu (napf. sprchovych gelt), krémt a masti a lze je pouzit i pro koupelovou
terapii. Oteviena studie s kazdodenni aplikaci raseliny prokazala pfinos u pacientd trpicich
chronickou dermatitidou rukou a psoriasis palmaris [20].

1.6.5 Aplikace v ochrané Zivotniho prostredi

Huminové latky maji vynikajici sorpéni vlastnosti, cozZ znamend, Ze jsou schopny vazat
aukladat razné chemikalie a latky z okolniho prostredi. To je velmi dilezité pro ochranu
zivotniho prostfedi, protoze huminové latky mohou pfispét k odstrafiovani toxickych
a zneCistujicich latek z vody, pudy a ovzdusi. Diky svym sorpénim schopnostem mohou
huminové latky vazat tézké kovy, pesticidy, herbicidy a jiné latky, které mohou byt Skodlivé

16



pro zdravi Clovéka a zivotni prostfedi. Vazbou téchto latek se snizuje jejich koncentrace
v pudeé, vodeé a ovzdusi, coz zlepsSuje kvalitu zivotniho prostiedi. Huminové latky také mohou
zlepsit pudni strukturu a zvySit vodni retenci, coz pfispiva k udrzeni vlhkosti v pade a zvysSuje
tak jeji irodnost. ZlepSenim pudni struktury se také snizuje eroze a ztraty pudy [9].

Celkove lze tedy fici, ze huminové latky maji velky potencial pro rizné aplikace v mnoha
raznych odvétvich.

1.7 Metody charakterizace huminovych latek

1.7.1 Elementdrni analyza

Elementarni analyza organickych latek je metoda chemické kvalitativni analyzy, ktera se
pouziva k ur€eni elementarniho slozeni organickych latek, tj. kolik obsahuji uhliku, vodiku,
dusiku, kysliku a dalSich prvki. Tato metoda se zpravidla pouziva pro jednoduché organické
slouceniny, jako jsou uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony, kyseliny a aminy. Huminové
latky jsou nevycislitelné slozité organické latky, které obsahuji uhlik, vodik, dusik, kyslik
a dalsi prvky, jako jsou napftiklad sira, fosfor a draslik. Elementarni analyza huminovych latek
se obvykle provadi spalovanim vzorku latky v peci za pfitomnosti kysliku, ¢imz se oxiduji
vSechny prvky obsazené v molekule. Z mnozstvi oxidu uhliku, vodiku, dusiku a dalSich
prvkl, které se uvolni pfi spalovani, lze pak vypocitat procentualni obsah téchto prvka
v molekule huminovych latek [13].

1.7.2  Termogravimetricka analyza

Termogravimetricka analyza (TGA) je metoda, ktera se pouziva k charakterizaci materialti
na zakladé zmén hmotnosti béhem zahfivani. TGA se Casto pouziva k analyze organickych
latek, vCetné huminovych latek. TGA huminovych latek se provadi pomoci zafizeni, ktery
umoziuje méfeni zmény hmotnosti vzorku latky v zavislosti na teploté. Vzorek huminovych
latek se obvykle zahtiva v peci s programovatelnym zahfivacim rezimem, pficemz se sleduje
hmotnost vzorku v pribéhu Casu. Piistroje pro TG se skladaji z elektrické pece, analytickych
vah, nosici vzorkl, zafizeni pro méfeni a fizeni teploty a pocitaCe. NejCastéji se pouziva
teplotni rozsah od teploty okoli az do 1 000 °C a rychlost ohfevu se pohybuje kolem 5-10
°C-min~!. Cely vnitini prostor pece je, z diivodu ochrany aparatury pied korozivnimi plyny
uvolfiovanymi ze vzorku, proplachovan inertnim plynem [14].

Pfi zahfivani huminovych latek dochazi k postupnému rozkladu organickych sloucenin
obsazenych v molekulach huminovych kyselin, fulvinovych kyselin a humin. Zmény
hmotnosti vzorku béhem zahfivani se zaznamenavaji a interpretuji se jako teplotni profil
rozkladu latky. TGA huminovych latek umoznuje identifikovat teploty rozkladu rGznych
organickych sloucenin a stanovit celkové mnozstvi organickych latek obsazenych
v huminovych latkach. TGA se také pouziva k porovnani riznych druht HL a ke studiu jejich
vlastnosti, jako je napfiklad stabilita vici teplu a oxidaci. Termogravimetrie jako takova muaze
byt provadéna v ruznych atmosférickych podminkach, od termogravimetrie za vysokého tlaku
az po termogravimetrii za bézného tlaku, ale s pfitomnosti riznych ptidavnych plynu [15].
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TGA huminovych latek je dilezitym nastrojem v oblasti pidni a environmentalni chemie,
protoze umoziuje studovat zmény vlastnosti huminovych latek v riznych podminkach
a vyuziti této znalosti pro optimalizaci fizeni pudnich a vodnich ekosystému.

1.7.3  Infracervend spektrometrie

Infracervend spektrometrie (IR spektrometrie) je analytickd metoda, ktera se pouziva
k identifikaci a kvantifikaci molekul na zakladé jejich charakteristickych vibracnich spekter.
Principem IR spektrometrie je méfeni absorpce infracerveného zafeni molekulami latek.
InfraCervené zafeni ma nizsi energii nez viditelné svétlo a je vinéni, které zptiisobuje vibracni
pohyby molekul latek. Pokryva c¢ast elektromagnetického spektra v intervalu mezi 0,78
a 1000 um. Kazda chemicka vazba ma svou charakteristickou frekvenci vibracnich pohybu,
ktera odpovida urcitému vinovému cislu infracerveného zareni. Pokud je vazba v molekule
latky vystavena infraCervenému zafeni s touto frekvenci, dochazi k absorpci zafeni
a k excitaci vibraci této vazby [16,17].

Infracervené spektrum se ziskava tak, ze se infraCervené zafeni o urCité vinové délce
(typicky v rozsahu 4000 az 400 cm™') promita na vzorek latky. Infradervenou oblast spektra
rozdélujeme na tii ¢asti, a to na blizkou infradervenou oblast tj. 128004000 cm™'; stfedni
infracervenou oblast tj. 4000-200 cm~! a vzdalenou infradervenou oblast tj. 200-10 cm™.
Neékteré vinové délky, resp. vinocty infracerveného zafeni budou absorbovany molekulami
v latkovém vzorku, zatimco jiné budou pfenaseny. Detektor zachycuje mnozstvi emitovaného

zateni a na zaklad¢ toho se ziska spektrum absorpce [16,17].

Kazdy typ molekuly mé specifické vibracni frekvence, které¢ jsou charakteristické pro
konkrétni chemickou vazbu nebo funkéni skupinu. IR spektroskopie tedy umoziiuje
identifikovat chemické vazby, funkéni skupiny a molekulové struktury latek. Pomoci IR
spektrometrie 1ze také urcit mnozstvi latky v roztoku, nebo sledovat chemické reakce v Case
[16].

IR spektrometrie je velmi uzitena v organické chemii, biochemii, analytické chemii,
materidlové védé a dalSich oblastech, protoze umoziuje rychlou a citlivou analyzu latek.

1.7.4 UV/Vis spektrometrie

UV/Vis spektrometrie je analytickd metoda, ktera se pouziva k identifikaci a kvantifikaci
molekul na zakladé jejich absorpce ultrafialového a viditelného zafeni. Principem UV/Vis
spektrometrie je métfeni absorpce elektromagnetického zareni latkou. Ultrafialové a viditelné
zafeni jsou vinéni, které se pohybuje rychlosti svétla a ma urcitou energii. Molekuly latek
mohou absorbovat toto zafeni a pifechazet do excitovaného stavu. Excitovana molekula
prechazi zpét do zakladniho stavu bez radiace, zafiva energie se meni v tepelnou energii,
zvySuje se kineticka energie molekul. Jen v nékterych pfipadech je molekulou emitovano
nové zareni, zpravidla o nizsi energii. Kazdd molekula mé charakteristické absorpcni
spektrum, které zavisi na konkrétnich elektronovych prechodech a molekulové struktute
latky. UV/Vis spektrometrie se pouziva pro kvantitativni 1 kvalitativni analyzu. Kvantitativni
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analyza se pouziva k ureni mnozstvi latky v roztoku, zatimco kvalitativni analyza umoziuje
identifikovat latky podle charakteristickych absorpcnich spekter [18].

Spektrometr se sklada ze zdroje svétla, monochrométoru a detektoru. Zdroj svétla vysila
ultrafialové a viditelné zareni, které prochazi vzorkem latky v roztoku. Monochroméator
rozdéluje zareni do jednotlivych vinovych délek a detektor mefi mnozstvi svétla, které proslo
vzorkem latky. Na zakladé téchto udaju 1ze vypocitat mnozstvi absorbovaného zareni, a tedy
i koncentraci latky v roztoku [17].

UV/Vis spektrometrie se Casto pouziva v organické chemii, biochemii, analytické chemii
a dalSich oblastech. Tato metoda je velmi citlivd a umoziuje analyzu i velmi malych mnozstvi
latek.

1.7.5 Fluorescencni spektrometrie

Fluorescencni spektrometrie je bézné vyuzivana metoda pro charakterizaci huminovych
latek. Princip této metody spocivad v tom, ze huminové latky maji schopnost absorbovat
ultrafialové (UV) zafeni a nasledné emitovat fluorescencni zafeni v riznych vlnovych
délkach. Behem fluorescencni spektrometrie se vzorek huminovych latek osvétli UV zarenim
a nasledné se méfi intenzita vyzarfovaného fluorescencniho zateni v zavislosti na vinové délce.
Tento proces umoziuje identifikovat a charakterizovat riizné typy organickych molekul
obsazenych v huminovych latkach. Fluorescen¢ni spektrometrie se pouziva pro kvantitativni
a kvalitativni analyzu huminovych latek, coz poskytuje informace o jejich vlastnostech jako je
mnozstvi aromatickych struktur, stupné kondenzace a polymerace, ale také o moznych
kontaminantech, které mohou ovliviiovat méreni [28, 29].

Huminové latky z terestrialnich zdroji maji v excitacné-emisnich fluorescencnich
spektrech (EEM) dvé fluorescen¢ni maxima oznac¢ované jako A a C. Fluorofor A je oznacovan
jako fulvic-like a nachéazi se v excitaCné-emisnim spektru v oblasti vinovych délek
240—280/400—500 nm (Aex/Aem), zatimco fluorofor C (humic-like) se nachazi v oblasti
s vy§§imi vlinovymi délkami excitace, tedy pii Aex ~ 300-380 nm. U nékterych vzorkt
huminovych latek se vedle A a C objevuji také dalsi fluorescencni maxima, ktera jsou
oznacovana jako odvozené humic-like fluorofory, které se nachdzeji v oblasti s vyS§Simi
vlnovymi délkami excitace a emise, tedy 435—450/500—540 nm (Aex/Aem). Tato maxima jsou
typicka pro huminové a fulvinové kyseliny izolované z riznych pfirodnich zdroju. Pii analyze
huminovych latek z pobfeznich a moiskych sedimentd se vyskytuje specifické fluorescencni
maximum M, které se nachazi v oblasti vlnovych délek 290—310/370—410 nm a je
oznacovano jako marine humic-like [31].

Autorti studie Doskocil a spol. provedli spektralni charakterizaci a porovnani huminovych
kyselin izolovanych ze sedmi vzorka lignitu z riznych evropskych uhelnych panvi. Pouzili
metodu excitaéné-emisni fluorescence a pozorovali maxima v oblasti vinovych délek 255-
265/460-510 nm, ktera odpovidaji fluorescencnimu maximu A (fulvic-like). Autofi dospéli
k zavéru, ze EEM spektra lignitovych huminovych kyselin izolovanych z raznych evropskych
uhelnych panvi jsou si podobnd a chemické vlastnosti se také 1i§i jen malo. Autofi také
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nazna¢ili, Ze fluorescenéni maximum A muze souviset nejen se systémy aromatickych kruht,
ale také s lipidy, jako jsou steroidy [32].

Vyhodou fluorescentni spektrometrie je jeji rychlost, citlivost a schopnost analyzy vzorkl
bez nutnosti dalSich aprav. Diky témto vlastnostem se tato metoda stava casto vyuZzivanou pro
studium huminovych latek a maze pomoci k lep§imu porozumeéni vztahu mezi huminovymi
latkami a Zivotnim prostfedim [29].
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Huminové latky jsou sloZitou smési organickych sloucenin, které se nachazeji v pudach
ajsou dulezité pro udrzeni pudni produktivity a ekologické stability. Huminové latky jsou
tvoreny prevazné ligniny, tfislovinami a polysacharidy, které prosly tfadou biologickych,
chemickych a fyzikalnich procest [27].

Fyzikéalné-chemicka charakterizace huminovych latek se v poslednich letech intenzivné
studuje, predev§im z davodu vysoké variability jejich chemické struktury a slozeni, coz
ztézuje jejich presnou analyzu. Huminové latky izolované z hnédozemé modalni jsou jedny
z nejkomplexnéjsich typt huminovych latek a jejich charakterizace je zvlaste obtizna.

V roce 2015 Johannes Lehmann a Markus Kleber uvedli ¢lanek ve védeckém casopise
Nature s nazvem "The contentious nature of soil organic matter". V tomto clanku autofi
argumentovali, ze tradi¢ni koncepce huminovych latek jako samostatnych chemickych
slouCenin neni zcela pifesnd, a ze vyzkumy naznacuji, ze huminové latky jsou spiSe
nehomogennimi skupinami molekul organické hmoty s rliznymi vlastnostmi a strukturami.
Takze Lehmahnova hypotéza tvrdi, Zze huminové latky neexistuji jako samostatné chemické
slouCeniny, ale spiSe predstavuji heterogenni skupinu organickych sloucenin, které se
vyskytuji v pudé€. Podle této hypotézy jsou huminové latky vysledkem reakci a interakci mezi
raznymi organickymi slouCeninami v pudé, jako jsou ligniny, polysacharidy a bilkoviny.
Lehmannova teorie byla zalozena na pozorovani, ze huminové latky maji velmi slozitou
strukturu, ktera se velmi 1isi od klasickych polymert a organickych sloucenin, které se
obvykle nachazeji v prirode. Dale se ukazalo, ze huminové latky nejsou snadno izolovatelné
a mohou se vyrazné lisit ve své chemické a fyzikalni strukture v zavislosti na podminkach
extrakce. Tato teorie vzbudila kontroverze a vedla k mnoha debatdm mezi védci v oblasti
pudni védy. Nektefi védci se priklan€ji k hypotéze, ze huminové latky jsou samostatné
chemické slouceniny, zatimco jini podporuji Lehmahnovu teorii o jejich heterogenni povaze
[24].

Je dllezité poznamenat, ze vyzkum huminovych latek a jejich charakteristik stale
pokraCuje a nové poznatky se neustale objevuji, takze presné urCeni jejich chemické
a fyzikalni povahy zistava nadale predmétem intenzivniho vyzkumu a diskusi v odborné
vefejnosti.

V souCasné dob€ se pouzivaji ruzné analytické metody, jako je NMR spektrometrie,
hmotnostni spektrometrie, fluorescencni spektrometrie a chromatografie, k charakterizaci
huminovych latek. Tyto metody vSak Casto vyzaduji slozité piipravy vzorka a jsou nakladné
[18, 26].

Dalsi oblast, ktera se v poslednich letech intenzivné studuje, je vliv huminovych latek na
pudni procesy a ekosystémy. Zjisténi fyzikalné-chemickych vlastnosti a slozeni huminovych
latek jsou klicové pro pochopeni jejich ulohy v pudnich procesech a pro vyuziti téchto
znalosti pfi udrzitelném zemé&dé€lstvi a ochrané pudnich zdroja. Vzhledem k tomu, ze
huminové latky jsou dilezité pro udrzeni ekologické stability a produktivity pud, lze
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ocekavat, ze bude pokracovat vyzkum zameéteny na jejich fyzikalné-chemickou charakterizaci
a vyuziti téchto znalosti v praxi [27].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e (estilovana voda;

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

e (0,1 M NaOH (Sigma Aldrich s.r.0.);
e (0,3 M HF (Sigma Aldrich s.r.o0.);

e KCI (Sigma Aldrich s.r.0.);

e KOH (Sigma Aldrich s.r.0.);

e methanol p.a. (Sigma Aldrich s.r.0.).

3.2 Pouzité metody a pristroje

e vahy, d=0,01 g, (MERCI, S.R.0.);
e sklenéna kolona mala pro DAX-8;
sklenéna kolona velka pro Amberlite IR 120;

lyofilizace (lyofilizator Vir-Tis);

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

UV/Vis spektrometrie (Hitachi U3900H);

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

3.3 Charakterizace pouzitého typu pudy

Pida muze byt klasifikovana podle riznych klasifikacnich systéma, které se lisi
v zavislosti na zemi a ucelu klasifikace. Pod zastitou Organizace pro vyzivu a zemédélstvi
OSN (FAO — Food and Agriculture Organization) byl vytvoren referencni klasifika¢ni systém
WRB (World Reference Base for Soil Resources). V Evropé tento systém funguje jako
sjednocujici prvek, nicmén& v Americe se pouziva systém Soil Taxonomy. V Ceské republice
se pouziva Taxonomicky klasifikacni systém piid CR (TKSP), ktery se svoji nomenklaturou na
urovni nejvyssich taxont sjednotil s WRB [33].

Taxonomicky klasifikaéni systém pad CR ma nasledujici hierarchii. Nejvyse jsou
postaveny referencni tiidy piid, které maji koncovku (-sol). Tyto tfidy sdruzuji skupiny pad
podle hlavnich rysua jejich vyvoje. Dalsi trovni systému jsou piidni typy, které si ve vétsiné
ptipadu ponechaly Ceské nazvy s koncovkou (-zem). Na této trovni se jedna o hlavni padni
jednotky dané vyskytem a sledem diagnostickych horizont. Pidni typy se mohou vyskytovat
v fadé€ subtypii, které predstavuji vyrazné modifikace [33].

Vtéto bakalarské praci  huminové a fulvinové kyseliny byly izolovany
z hnédozemé modalni. Hnédozemé je typickym zastupcem tfidy Luvisoli. Luvisoly jsou
charakterizovany akumulaci jilovych mineralti v podpovrchovych horizontech. Tato tfida ma
dobfe vyvinuty A-horizont (pudni horizont bohaty na organickou hmotu a ziviny), ktery je
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charakterizovan vyssim obsahem jilovych mineralli a pfitomnosti iluvialnich (akumula¢nich)
procest. Luvisoly jsou Casto vytvafeny v mirn€ zvinéném a kopcovitém terénu [34].

Hnédozemé jsou typickym zastupcem tiidy Luvisold. Jedna se o pudni typ, ktery se
vyskytuje v Ceské republice. Tento padni typ ma hn&dy az tmavé hnédy barevny odstin, ktery
je zpusoben vysokym obsahem organické hmoty. V hnédozemich se huminové latky
nachazeji zejména v organickém horizontu (A horizont). Tento horizont je bohaty na humus,
ktery obsahuje huminové latky. Huminové latky maji schopnost vazat vodu, ziviny a dalsi
latky, coz prispiva k vytvafeni dobfe strukturované a zivné pudy. Taky huminové latky
prispivaji k tvorbé pudniho uhliku, ktery je dilezity pro zachycovani a ukladani oxidu
uhlicitého z atmosféry [34].

Vzorek hnédozemé modalni byl izolovan z pudy, ktera se nachazi nedaleko jithomoravské
metropole Brna pobliz méstyse Podoli. Misto odbéru je lokalizovano vychodné od Brna, kde
nadmoftska vyska byla 261 m. n. m. Misto odbéru se rovnéz nachazi na samé hranici chranéné
krajinné oblasti Moravsky kras. Pfesné misto odbéri neporusenych pudnich vzorki je
znazornéno na Obrazek 6, pricemz presné GPS lokace jsou dany nasledujicimi hodnotami:
49,1956689N; 16,7412786E.

O e O
-

Obrazek 6: Misto odbéru neporusenych piidnich vzorki hnédozemé moddlni

3.4 Extrakce huminovych latek

3.4.1 Extrakce huminovych kyselin ze dvou puidnich horizonti

Izolace HK byla provedena podle standardni metody spolecnosti IHSS. Vychozi mnozstvi
pfedem vysuSené a prosaté pudy (jemnozemé, 1 mm) bylo 200 g. K vzorku bylo pfidano
1000 cm? 0,1M roztoku HCI a smés byla michana po dobu 1 hodiny s rychlosti 10 ot.-min”".
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Suspenze byla zneutralizovand 1M roztokem NaOH na hodnotu pH ~ 7. Potom smés byla

odstiedéna (15 min, pii 4800 ot.-min™!). Kapalny podil byl odstranén a k pevnému podilu bylo
pfidano 1000 ml 0,1M roztoku NaOH. Takto vznikld suspenze byla nechana na rotacni
tfepacce pres noc pii 10 ot-min~!. Pak suspenze byla znovu odstfedéna (45 min, pii 4800
ot-min'). Vznikly supernatant byl dale piefiltrovan za snizeného tlaku kvili odstranéni
ptipadnych necistot, které nebyly odstranény pii centrifugaci. Tak vznikly alkalicky roztok
byl dale okyselen koncentrovanou HCIl (35 obj. %). K precipitovani (vysrazeni) HK dojde
po pridavku takového mnozstvi HCI az je roztok okyselen na hodnotu pH ~ 1. Roztok byl

ponechan v lednici pres noc. Vysrazené HK byly oddéleny od supernatantu odstfedénim pii
otackach 4800 ot min~! po dobu 45 minut. Supernatant obsahujici FK byl pfefiltrovan
a sebran do nadoby. Vysrazené HK byly poté rozpoustény pridavkem 500 cm? 0,1M roztoku
KOH. Potom k roztoku bylo pfidano 11 g KCI. Nasledné byl roztok odstfedén v odstiedivce
pfi 4800 ot.-min"! po dobu 30 minut. Supernatant obsahujici FK byl prefiltrovan a sebran
do nadoby. Po odstranéni nerozpustné frakce, jako jsou humin a anorganické piimési, byl
roztok HK okyselen koncentrovanou HCI (35 obj. %) na hodnotu pH ~ 1. Roztok byl

ponechan v lednici pres noc. Vysrazené HK byly oddélené od supernatantu odstredénim pfi
otackach 4800 ot.-min~! po dobu jedné hodiny. Supernatant obsahujici FK byl piefiltrovan
a sebran do nadoby. K vysrazenym HK bylo pfidano 500 cm® roztoku smési 0,1M HCI
a 0,3M HF. Takto vznikla suspenze byla ponechana na rotacni tfepacce po dobu jednoho
tydne. Potom byly HK oddélené od supernatantu odstfedénim pii 4800 ot min~' po dobu
jedné hodiny.

Pevny podil HK byl prfeveden do dialyza¢nich membran s pory o velikosti 1000 Da
a dialyzovan v ultracisté vodé po dobu 8 dni do vymyti CI” iontd. Po dialyze byly HK
prevedené do lyofiliza¢nich banék, nasledné byl roztok vymrazen a lyofilizovan.

3.4.2  Extrakce fulvinovych kyselin ze dvou piidnich horizontii

Do kadinky bylo pfevedeno potfebné mnozstvi pryskyfice DAX-8. Kadinka se naplnila
methanolem tak, aby hladina nad vrstvou DAX-8 byla minimaln€ 2 cm vysoka. Tato suspenze
byla michana na rota¢ni michac¢ce po dobu 15 min. Nasledné byl methanol slit a pryskyfice
byla promyta destilovanou vodou (tento postup byl proveden 10krat). Potom pryskyfice byla
prevedena do kolony. Kolona byla propousténa destilovanou vodou a pak voda byla doplnéna
pfiblizn€ 2 cm nad pryskyfici, aby nedochazelo k vysychani pryskyfice.

Roztok FK byl ultrafiltraci propoustén ptes filtr s pory o velikosti 0,45 pum, aby roztok byl
zbaven pevnych necistot. Poté byl prefiltrovany roztok preveden do kolony. Po nadavkovani
veskerého obsahu FK byla kolona promyvana destilovanou vodou. Nasledn¢ byla provedena
desorpce fulvinovych kyselin z pryskyfice pomoci roztoku 0,1M NaOH. Po adsorpci FK na
pryskyfici DAX a jejich nasledné desorpci byla provedena regenerace pouzité pryskyfice.
Tato regenerace byla provedena promyvanim pryskyfice 0,1 M HCI. Promyvani bylo
provadéno, dokud hodnota pH HCI vytékajici z kolony nebyla stejna s pH HCI na vstupu do
kolony. Potom byla kolona 32krat promyta destilovanou vodou, dokud nebyla hodnota pH
vody na vystupu z kolony stejna jako na vstupu do kolony. Destilovana voda byla poté
ponechana v kolong pfiblizné 2 cm nad pryskyfici, aby nedoslo tedy k vysychani pryskyfice.
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Na konci byla provedena protonace FK pomoci katexu Amberlite IR 120, a tim byly
odstranéné sodné ionty Na®, které byly nasledné nahrazeny vodikovymi protony H*. Katex
byl zalit ultracistou vodou a michana pomoci tyCinky po dobu 15 minut. Nasledné byla
suspenze pievedena do sklenéné kolony a hladina destilované vody byla pfiblizné 2 cm nad
pryskyfici, aby nedochézelo k jejimu vysychani. Roztok FK ziskan z predeslého kroku byl
opakované prolévan kolonou, dokud neklesla hodnota vodivosti pod hodnotu 120 pS-cm™.
Poté byla provedena regenerace pouzité pryskyfice. Tato regenerace byla provedena
promyvanim pryskyfice 1000 ml 0,1M HCI a poté kolona byla promyta destilovanou vodou

do hodnoty pH~7. Destilovana voda byla poté ponechana v koloné pfiblizné 2 cm nad

pryskyfici, aby nedoslo tedy k vysychani pryskyfice.

Ziskané roztoky FK byly zakoncentrovany, vymrazeny na rotaCni vakuové odparce
a nasledné lyofilizovany do uplného vysuseni.

3.5 Elementarni analyza

Elementarni sloZzeni huminovych latek izolovanych ze dvou ptdnich horizont bylo urceno
pomoci elementarniho analyzatoru EA3000, ktery byl kalibrovan pomoci standardni latky 4-
amino-benzen-sulfonamidu. Vzorky HL byly spaleny pfi teploté 980 °C v kyslikové
atmosféfe a jejich elementarni slozeni bylo analyzovano pomoci vyhodnocovaciho programu
Callidus, verze 5.1. Ziskana data byla prepoc¢tena na atomova procenta (at. %).

3.6 Termogravimetricka analyza

Termogravimetricka analyza byla provedena na vzorcich huminovych latek izolovanych
ze dvou pudnich horizontd pomoci pfistroje TA Instruments TGA Q5000, kde vysledky
meéteni byly zaznamenavany pocitaCovym softwarem. Vzorky huminovych latek byly spaleny
v atmosféie vzduchu s pritokem 50 ml-min~! z laboratorni teploty na kone&nou teplotu pece
1000 °C s rychlosti ohfevu pece 10 °C-min'. Na zakladé& ziskanych dat byl stanoven obsah
nespalitelného podilu (popela) a celkové vlhkosti huminovych latek.

3.7 Infracervena spektrometrie

Pomoci infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci byly ziskany zéakladni
informace o struktufe, povaze a obsahu jednotlivych funk¢nich skupin nachazejicich v HL.

Vzorky huminovych latek izolovanych ze dvou plidnich horizonti byly pfipraveny
smichanim 2 mg vzorku s 100 mg pfedem vyzihaného KBr, naslednym rozetfenim v achatové
tfeci misce a homogenizaci. Takto pfipraveny vzorek byl pak méfen pomoci difuzné-reflexni
jednotky FTIR spektrometru Nicolet iS50, ktery umoznil zaznamenani DRIFT spekter
vrozsahu vlnoétd od 4000400 cm™' s rozliSenim 8 cm™ a s celkovym podtem
akumulovanych skenti 512. FTIR spektrum bylo pfevedeno na jednotky Kubelka-Munk, které
odpovidaji jednotkam absorbance pfi transmisnim meéfeni. Infracervené spektrum vzorku bylo
normalizovano na hodnotu nejintenzivné&jsiho absorpcniho pasu nachazejiciho se ve spektru.
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3.8 UV/Vis spektrometrie

Zakladem UV/Vis spektrometrie je schopnost latek absorbovat ultrafialové a viditelné
zafeni v rozmezi 200 az 1000 nm. Tato metoda byla v této bakalatské praci pouzita k primarni
charakterizaci vzorkt huminovych a fulvinovych kyselin. Pomoci literarni reserse byly ureny
urcité absorpCni koeficienty (E2/E4, Eo/Es, E4/Es a Ee1/ERz), které se ziskavaji pomoci poméru
absorbanci pfi presné stanovenych vinovych délkach. Absorpéni koeficient Eo/E4 byl ziskan
z pomért absorbanci pifi vlnovych délkach 265 a 465 nm. Absorpcni koeficient E»/E3 je
definovén jako pomeér absorbanci pfi 250 a 365 nm. Absorpcni koeficient E4/Eg, ktery je téz
nazyvan jako humifikacni index, je v pifimé spojitosti s koeficientem Eo/E4 a definovan, jako
pomeér absorbanci pii vysSich vinovych délkach, tzn. pti 465 a 665 nm. Absorp¢ni koeficient
Ee1/Eg,, ktery je vyrazné citlivy k obsahu polarnich substituentii na aromatickém jadie HL, je
urcen pomérem absorbanci v UV oblasti absorpcniho spektra pii 253 a 220 nm.

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky huminovych a fulvinovych kyselin (HK a FK)
o koncentraci 100 mg-dm ™ rozpusténim 2,5 mg vzorkii HK v 0,1 M roztoku NaOH v 25 ml
odmérnych barikach. Takto pfipravené roztoky byly pouzity za ucelem studia HK a FK
pomoci humifikaéniho indexu E4/Es. V tomto piipadé byla pouzita vyssi koncentrace HK
a FK z diivodu, Ze obecné absorpcni spektra HL vykazuji kvaziexponencialni prubéh, kdy pii
niz§ich hmotnostnich koncentraci by hodnoty absorbanci ve VIS oblasti byly pfili§ nizké,
a absorpCni koeficient by byl zatizen vyznamnou chybou. Poté byl z té€chto roztoka
odpipetovan 2,5 ml do 25 ml odmérné baiky a doplnén standardnim fosfatovym pufrem o pH
7, tak byly pfipraveny roztoky o koncentraci 10 mg-dm . Pro ziskani absorp&nich koeficientdi
Ea/E4, Eo/Es a Eg1/Epz byly pouzity roztoky HK a FK s koncentraci 10 mg-dm .

Takto pfipraveny roztoky byly meétfeny spektrometrem Hitachi U-3900H v kifemenné
kyveté s optickou drdhou 1 cm v rozmezi 200-800 nm s krokem méfeni 1 nm a rychlosti
skenu 600 nm-'min!. Nasledné byly z téchto spekter vypocteny piislugné absorpéni
koeficienty.

3.9 Fluorescen¢ni spektrometrie

V této bakalarské praci byla pouzita metoda fluorescencni spektrometrie (steady-state)
k ziskani informaci o struktufe, heterogenité, stupni humifikace, kondenzaci aromatickych
struktur a pfitomnosti funk¢nich skupin, jako jsou elektron-donorni (-OH, —-NH»2, —O~, -CN, —
OCHj3 a —OR) a elektron-akceptorni (~COOH a —NO2). Pro zkoumani HK a FK byly pouzity
excitatni a emisni spektra, ze kterych byly ziskany informace o poloze jednotlivych
fluorescen¢nich maxim. Pro méfeni fluorescencnich spekter byly pouzity stejné roztoky HK
aFK o koncentraci 10 mg-dm™, které byly pfipraveny v kapitole 3.7 pro méfeni UV/Vis
spekter. V této praci byly huminové kyseliny (HK) a fulvinové kyseliny (FK)
charakterizovany pomoci excitaéné-emisnich fluorescen¢nich spekter (EEM). Tyto spektra
byly pouzity k urceni polohy jednotlivych fluorescencnich maxim, coz odpovida jednotlivym
typum fluorofort.

27



Za ucelem studia pouzitych HK a FK pomoci fluorescen¢ni spektrometrie byly pfipraveny
jejich roztoky o hmotnostni koncentraci 10 mg-dm™> ve standardnim fosfatovém pufru
o hodnoté pH 7.

Fluorescen¢ni spektra vzorki byla ziskana pomoci steady-state fluorescenéniho
spektrometru  Edinburgh Instruments FS5, pfi pouziti excitatniho a emisniho
monochromatoru s Sitkou §térbiny 5 nm. K méfeni byla pouzita kfemenna kyveta s optickou
drahou 1 cm. U vzorki HL byla fluorescencni spektra zméfena v rozsahu vinovych délek
emisni osy 300—600 nm a v rozsahu vinovych délek excitacni osy 240-550 nm. EEM spektra
byla zméfena pii shodném kroku excitaéniho a emisniho monochromatoru, tj. 5 nm.
Z namétenych experimentalnich dat byly po korekci vnitiniho filtraéniho efektu (IFE — Inner
Filter Efect) vytvoreny matice, ze kterych byly nasledné vymodelovany EEM spektra vzorka
HK a FK pomoci vyhodnocovaciho programu OriginPro 9.
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4. VYSLEDKY A DIKUSE

4.1 Elementarni a termogravimetricka analyza HL

V Tabulka 1 jsou uvedeny naméfené hodnoty obsahu biogennich prvkd vzorktu pudy ze
dvou horizont a huminovych latek izolovanych z téchto vzorkt, atomovych poméra H/C,
O/C, N/C a obsahu nespalitelného podilu, tj. popela a celkové vihkosti.

Tabulka 1: Elementdrni slozeni piidy a HL izolovanych ze dvou pudnich horizontit v at. %,
vypocitané atomové poméry H/C, O/C a N/C, obsah popela a celkové vihkosti

Elementarni slozeni v at. % vlhkost popel
Vzorek H/C O/C N/C
C H N S o (hm. %) (hm. %)
Puda
10 em 13,33 68,18 090 0,00 17,58 5,11 1,32 0,07 3,06 86,97
Puda
14,14 70,37 093 0,00 14,56 498 1,03 0,07 2,75 88,95
30 cm
HK
27,86 60,00 242 0,00 9,72 2,15 0,35 0,09 7,25 1,61
10 cm
HK
27,47 59,64 253 0,00 10,35 2,17 0,38 0,09 7,03 1,58
30 cm
FK
10 em 28,29 56,30 2,02 0,00 13,39 1,99 0,47 0,07 3,46 4,19
FK
30 em 36,34 38,89 287 046 21,44 1,07 0,59 0,08 4,75 3,61

Elementarni sloZeni je uvedeno v atomovych procentech (at. %) ztoho davodu, ze
hmotnostni procenta (hm. %) podhodnocuji obsah vodiku vlivem jeho nizké atomové
hmotnosti. Pomoci atomovych poméra H/C, O/C a N/C lze vyjadiit nékteré fyzikalné-
chemické vlastnosti organickych latek, jako napfiklad miru hydrogenace, oxidace,
dekarboxylace nebo podil aromatickych nebo alifatickych strukturnich jednotek. Tyto poméry
poskytuji uziteCnou metodu pro charakterizaci organickych latek.

Z vysledki uvedenych v Tabulka 1 je vidét, Ze organickd hmota ze vzorkid pudy
a huminové latky jsou prevazné tvoreny uhlikem, vodikem a kyslikem. Naproti tomu
z ostatnich sledovanych prvka byl dusik pfitomen v minoritnim mnozstvi a sira byla
detekovana pouze u FK izolovanych z ptidniho horizontu o hloubce 30 cm. Tento fakt znaci
o tom, ze tento vzorek FK mé ve své strukture vySsi zastoupeni hydrofilnich sulfonovych
skupin (-SOzH).

Z naméfenych vysledka je ziejmé, ze vzorky HL v porovnani se vzorky pudy jsou tvoreny
vy$Sim obsahem uhliku, a u vzorku FK 30 cm je nejvyssi obsah uhliku. Uhlik se vyskytuje ve
funkénich skupinach, jako jsou karboxylové (—COOH), amidové, chinonové, ketonové (C=0)
nebo etherové, rovnéz prichazeji v uvahu také alkoxy skupiny tzn. —OCHj3. Co se tyce
strukturnich jednotek, tak organicky uhlik je prednostné vazan s obsahem aromatickych,
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alifatickych a peptidickych sloucenin. Oproti tomu vzorky pudy obsahuji vétsi zastoupeni
kysliku, avSak nejvétsi zastoupeni tohoto prvku ma vzorek FK 30 cm. Kyslik je pfitomen
ve funk¢nich skupinach, jako jsou karboxylové a —OH fenolické a alkoholové skupiny
pochazejici z polysacharidu, ketonovych a alkoxy skupinach. Z naméfenych dat je vidét, ze
FK maji vétsi obsah C a O nez HK. Obvykle huminové kyseliny obsahuji vétsi obsah uhliku
a dusiku nez fulvinové kyseliny. Tento nesoulad mohl nastat kvili purifikace HL, pokud se na
strukturu HL. divame pohledem supramolekularni strukturni teorie, taky by to mohlo byt
ovlivnéno typem pudy, razné typy pudy obsahuji rizné mnozstvi a druhy organickych latek,
coz muze ovlivnit slozeni HL pfi izolaci.

Vypoctené atomové pomeéry jsou uvedeny v Tabulka 1. Z tabulky je vidét, ze atomovy
pomér H/C, popisujici stuperi aromaticity a miru dehydrogenace, byl nejvyssi v piipade
vzorku pidy o hloubce 10 cm, a naopak nejnizsi u vzorku FK 30 cm. Z tohoto divodu lze fici,
ze vzorek FK je charakterizovan vy$§i mirou aromaticity a dehydrogenace v porovnani
s ostatnimi vzorky.

Atomovy pomér O/C popisuje mnozstvi kyslikatych funkcnich skupin, jako jsou napiiklad
karboxylové a fenolické skupiny nebo také karbonylové funkéni skupiny. Tento atomovy
pomeér byl nejvétsi u vzorku piady o hloubce 10 cm a nejmensi u vzorku HK 10 cm. Vyssi
hodnota atomového pomeéru O/C znadi, ze vzorek pudy obsahuje vétsi mnozstvi funkénich
skupin obsahujicich kyslik oproti HK a FK. Déle vysledky tohoto atomového poméru jasné
dokladaji, ze fulvinové kyseliny v porovnani se svymi genealogickymi protésky jsou
charakterizovany vyS$S§im stupném hydrofility tzn. vy§Sim obsahem kyslik obsahujicich
funkénich skupin.

Posledni atomovy pomeér N/C popisuje obsah dusik obsahujici funkénich skupin, ktery je
u vSech vzorka priblizn€ stejny (0,07-0,09). Z tohoto vyplyva, ze vzorky obsahuji ve svych
strukturach srovnatelna mnozstvi funkénich skupin obsahujicich dusik.

Termogravimetricky stanovena vlhkost méla vys§i hodnotu u vzorku HK 10 cm. To je
zpusobeno vy$$im obsahem polarnich funkénich skupin, které sorbuji vzdusnou vlhkost na
povrchu organické hmoty. Nicméné nelze ani vyloulit sorpci pomoci anorganickych
slouCenin jako jsou hlinitokfemicitany, kfemicitany a dalsi jilové materialy. Tuto skutecnost
nam také dokazuje atomovy pomér O/C. Nejvétsi Cistotu z porovnani vSech vzorka
vykazovaly HK, konkrétné HK 30 cm. Obsah popela je vazan na zvolené purifikacni kroky
beéhem izolace HL z pfirodni matrice, které v pifipadé HK zahrnuji piisobeni smési 0,3 M HF
a 0,1 M HCI. 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, pii zpétné protonaci, na kolon¢ Amberlite IR 120, tudiz vzorek FK nebyl
precistén pomoci smési roztokli 0,3 M HF a 0,1 M HCI. Logicky vzorky pidy obsahuji
nejvetsi mnozstvi anorganickych sloucenin vychéazejici z mineralni povahy tohoto pfirodniho
ekosystému, tzn. pudy.
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4.2 Infracervena spektrometrie HL

Na Obrazek 7 ve spektru vzorku HL se v rozmezi vino&tu 37303240 cm™! nachézi Siroky
a intenzivni pdas, ktery odpovida valencni symetrické vibraci O-H a N-H vazeb
v karboxylovych kyselinach, ¢i sekundarnich amidech a alifatickych alkoholech a fenolech,
resp. polyfenolech, které jsou stavebnimi jednotkami odvozenymi od ligninu. Tento pas je
nejvice vyrazny u vzorku FK 10 cm. V rozmezi tohoto pasu vzorky FK maji maxima pii 3302
cm!, vzorky HK maji maxima pfi 3294 cm™!. Méné& intenzivni pas lokalizovany v oblasti
vlno&tu 3100-3000 cm™! odpovida valenéni vibraci aromatické vazby C—H. Tento pas mél by
byt zietelny ve spektrech vSech huminovych latek, protoze aromatické kruhy nebyvaji nikdy
zcela substituovany. Tento pas je vSak vyrazné€jsi jen ve spektrech latek s nizkym poctem
substituci na benzenovém jadre, pfi vy$§im poctu substituci je intenzita pasu velmi nizka.
Dalsi absorpéni pas se nachazi v rozmezi vinoétu 2950-2850 cm ™! a popisuje valenéni vibrace
C-H vazeb alifatickych fetézct, kam zpravidla fadime methylové a methylenové funkéni
skupiny (kdy asymetrické vibrace jsou vice viditelné). DalSi absorpcéni pas se nachazi
vrozmezi 1720-1670 cm™!, tento pas odpovida vibracim C=0O vazeb v karboxylovych
kyselinach substituovanych na aromatech. Tento absorpcni pas je nejvice intenzivni v piipade
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FK 10 cm. Proto se mizeme domnivat, ze tento vzorek obsahuje vice —-COOH funk¢nich
skupin na rozdil od ostatnich. Taky tento absorpcni pas je nejvyraznéjsim ve FT-IR spektrech
huminovych latek. Nicméné je nutné podotknout, Ze tento absorpCni pas je lokalizovan
v ptipadé vSech HK tzn. izolovanych z dvou ruznych pudnich horizontl v oblasti nizSich
vinoc¢tll, coz je pfimim dukazem valencni vibrace karboxylatového anionu COO™, anebo
valenéni symetrické vibraci C=0 v sekundarnich amidech. Dalsi absorpéni pas se nachazi pfi
1610 cm™!, ktery popisuje vibrace C=C skupin v aromatickych kruzich. Dal§i méné vyrazny
absorpéni pas se nachazi pii 1515 cm™', které odpovidaji symetrické C=C valenéni vibraci
aromatickych stavebnich jednotek prevazné odvozenych od ligninu. AbsorpCni pas
lokalizovany pfi 1460 cm™' odpovida deformadnim vibracim C-H vazeb v alifatickych
funkénich skupinach. Rozmezi 1270-1240 cm™' patii vibracim odpovidajicim C-O
a deformacni vibraci O—H v karboxylovych a fenolickych —OH skupinach. V infracervenych
DRIFT spektrech si miizeme v§imnout absorpénich pasd pfi 1130 cm™!, ktery lze pfipsat
asymetrické valencni vibraci C—O—C vazeb v alkyl/aryl etherech. Tento absorpni pas je vice
intenzivni v pfipadé HK. Absorpéni pas lokalizovany v oblasti 1080 cm™! odpovida valenéni
symetrické vibraci C—O—C v alkyl-etherech. Dale je mozné tyto pasy piiradit valencni
symetrické vibraci C-O v aryl-esterech. Méné¢ vyrazny absorpéni pas lokalizovany pii
1040 cm™! je zpravidla piipisovan valenéni symetrické vibraci C—O vazeb v alkoholech, které
maji svilj puvod v polysacharidech jako je celuloza a hemiceluloza pripadé je dasledkem
vymé&Sovani rostlinnych exsudati. Pasy pii vino¢tu mensim nez 800 cm™' jsou piipisovany
mineralni hmoté.
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Obrazek 7: Normalizovana DRIFT spektra HK izolovanych ze dvou pudnich horizontu

4.3 UV/Vis spektrometrie HL

Ziskané HK a FK byly charakterizovany pomoci absorpcnich koeficienti, které jsou
uvedeny v Tabulka 2. Tyto koeficienty byly ziskdny znaméfenych absorpénich spekter.
Absorpéni  koeficienty poskytuji informace o stfedni molekulové hmotnosti M,
aromaticite, stupni humifikace a mife substituce aromatickych struktur polarnimi funkénimi
skupinami (<COOH, —OH a —OCH3) studovanych HL.
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Tabulka 2: Absorpcni koeficienty pro vzorky HK a FK izolovanych ze dvou puidnich horizonti

Absorpc¢ni koeficient

Vzorek
Eet/Es; Eo/E3 Eo/E4 E4/Es
HK 10 cm 0,49 3,52 12,08 Tt
HK 30 cm 0,49 3,65 14,00 it
FK 10 cm 0,53 7,71 f 24,00
FK 30 cm 0,54 6,18 T 20,67

TAbsorpéni koeficient Eo/E4 v pripadé fulvinovych kyselin nebylo mozné vypocist, jelikoz
absorbance pii vinové délce 465 nm nabyvala nulovych hodnot.

"TAbsorpéni koeficient E4/E¢ nebyl v pfipadé HK urcen, jelikoz absorbance pii vinové
délce 465 nm u takto koncentrovanych roztoku nabyvala pfili§ vysokych hodnot, které se
nachazely na samé hranici saturace detektoru.

V Tabulka 2 je vidét, ze absorp¢ni koeficient Eo/Es je vyssi v piipadé vzorka FK oproti
vzorkim HK. Vysoké hodnoty absorp¢niho koeficientu E»/E3 vypovidaji o tom, ze fulvinové
kyseliny charakterizovany nizSim stupném aromaticity. Niz§i hodnoty absorpcnich
koeficientd E2/E3 u vzorkiht HK znaci o vyS§im stupni aromaticity. U vzorka fulvinovych
kyselin byla zjiS§téna nejvyssi hodnota absorpcniho koeficientu Eg1/Eg, v porovnani s vzorky
huminovych kyselin. Tento koeficient vyjadiuje pomér absorbanci pii vinovych délkach 253
nm, kde jsou zohlednény substituenty na benzenovém jadre, a 220 nm, kde jsou zahrnuty
benzenoidni struktury. Absorp¢ni koeficient Eg1/Ep; je velmi citlivy k pfitomnosti polarnich
substituentil na aromatickém jadie a poskytuje informace o druhu substituentl, jako jsou
napiiklad karboxylové —COOH, karbonylové C=0O nebo fenolické —OH, v organickych
molekulach [35]. Hodnota koeficientu Egr/Es. je vyss§i u vzorki FK, coz naznacuje vyssi
obsah 0-obsahujicich funk¢nich skupin, kterymi jsou substituovany Ar stavebni jednotky.

4.4 Fluorescen¢ni spektrometrie HL

Na Obrazek 8 jsou znazornéna excitacné-emisni fluorescencni spektra vzorkli HK a FK
izolovanych ze dvou plidnich horizontd. V EEM spektru vzorku HK z ptdniho horizontu
hloubky 10 cm (Obrazek 8i) bylo zjisténo, ze fluorescencni maximum se nachéazi v oblasti
vinovych délek 240/485 nm (Aex/Aem), zatimco u vzorku HK z piidniho horizontu hloubky 30
cm (Obrazek 8ii) se toto maximum nachdzi pii niz§ich vlnovych délkach emise a stejné
hodnoté excitacni vinové délky, konkrétné 240/480 nm. V této oblasti je lokalizovan fluorofor
A (fulvic-like), ktery patfi mezi typické maxima huminovych latek izolovanych z riznych
pfirodnich matric, jako jsou napfiklad pidni matrice, sedimenty nebo sladkovodni zdroje.
Porovnanim poloh fluorescencniho maxima A (fulvic-like) bylo zjisténo, ze vzorek HK 10 cm
je silné substituovan elektron-donornimi funkénimi skupinami, jako jsou alkyl- a aryl-estery.
Oba vzorky HK se navic liSily intenzitami fluorescence Ir.
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V dolni ¢asti Obrazek 8 jsou uvedena EEM spektra fulvinovych kyselin. V. EEM spektru
vzorku FK z pudniho horizontu hloubky 10 ¢cm (Obrazek 8iii) se fluorescencni maximum
nachazi v oblasti vlnovych délek 240/425 nm (Aex/Aem), fluorescenéni maximum vzorku FK
z padniho horizontu hloubky 30 cm (Obrazek 8iv) se nachazi pii vyssich vinovych délkach
emise a stejné hodnoté excitacni vlnové délky, konkrétné 240/435 nm. Z porovnani
fluorescen¢niho maxima je vidét, ze v tomto pfipadé vzorek FK, ktery se nachazi v niz§im
pudnim horizontu, konkrétné¢ FK 30 cm, je siln€ substituovan elektron-donornimi funkénimi
skupinami, jako jsou alkyl- a aryl-estery. Takze pii porovnani vzorku HK a FK miZzeme
povsimnout, ze fluorescenéni maximum A bylo v pfipadé HK lokalizovano v oblasti vysSich
vinovych délek emise. To muze byt zpisobeno tim, ze HK jsou slozitéjsi supramolekularni
struktury nez FK a obsahuji vice aromatickych jader a funkénich skupin. Tyto funk¢ni
skupiny mohou ovliviiovat elektronovou distribuci v molekule a interakci s excitaci. Diky
tomu muize dojit k posunu emisniho maxima do oblasti vyssSich vlnovych délek. Takze
u vzorki HK a FK se velmi lisi hodnoty Ir. Vzorky fulvinovych kyselin maji o mnohem vyssi
hodnoty intenzity fluorescence u fluorescencnich maxim. Obecné plati, ze vysSi intenzita
fluorescence znaci vétsi podil hydroxylu, alkoxylu a metoxylu. Taky niz§i hodnoty Ir u HK
muzou byt zpasobeny tim, Ze huminové kyseliny jsou vétsi supramolekularni asociaty nez
fulvinové kyseliny a maji vice aromatickych jader, coz zpusobuje delSi a méné€ intenzivni
fluorescenci.
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5. ZAVER

V ramci této bakalaiské prace byla provedena fyzikalné-chemicka charakterizace pudnich
huminovych latek izolovanych z hnédozemé modalni. Cilem studia bylo ziskat detailni
informace o vlastnostech téchto huminovych latek a porozumét jejich chemickému slozeni
a struktufe. Pro dosazeni tohoto cile byly pouzity n€kolik analytickych metod.

Nejprve fyzikalné-chemicka charakterizace byla provedena za vyuziti elementarni analyzy
(EA) a termogravimetrické analyzy (TGA), které umoznily ziskat informace o obsahu uhliku,
vodiku, dusiku, siry a kysliku v huminovych latkach a porovnat tuto informaci s obsahem
stejnych prvku vzorka pudy. Elementarni analyza potvrdila, ze organicka hmota ze vzorku
pudy, ktera jsou pfirodni matrici, a HL jsou tvofeny pievazné uhlikem, vodikem a kyslikem,
minoritné¢ dusikem. Sira byla detekovana pouze u FK izolovanych z ptudniho horizontu
o hloubce 30 cm. Tento fakt znaci o tom, ze tento vzorek FK ma ve své struktuie vyssi
zastoupeni hydrofilnich sulfonovych skupin (-SO3H). Z vypoctenych atomovych poméra
bylo prokazano, ze vzorek FK 30 cm je charakterizovan vyS$§i mirou aromaticity
a dehydrogenace v porovnani s ostatnimi vzorky. Vzorek piudy o hloubce 10 cm obsahoval
vetsi mnozstvi funkCnich skupin obsahujicich kyslik oproti ptidnimu vzorku pochazejiciho
z niZ§i vrstvy padniho horizontu. Z porovnani vzorki HL je patmé, ze fulvinové kyseliny jsou
charakterizovany vys§im stupném hydrofility, tzn. vy$sim obsahem kyslik obsahujicich
funkénich skupin. VSechny vzorky obsahovaly ve svych strukturach srovnatelna mnozstvi
funkénich skupin obsahujicich dusik. Termogravimetricky stanovena vlhkost méla vysSsi
hodnotu u vzorku HK 10 cm, coz vykazuje vyss§i obsah polarnich funkc¢nich skupin, které
sorbuji vzdusnou vlhkost na povrchu organické hmoty. Nejvétsi Cistotu z porovnani vSech
vzorkl vykazovaly HK, konkrétné HK 30 cm (1,58 hm. %). Vyssi obsah popela ve vzorka FK
byl pravdépodobné zptsoben vynechanim purifikace izolovanych FK za pouziti smési HCI
aHF. Vzorky pady obsahovaly nejvétsi mnozstvi anorganickych sloucenin vychazejici
z mineralni povahy tohoto ptirodniho ekosystému, tzn. pudy.

Infracervend spektrometrie nam umoznila zkoumat funk¢ni skupiny pifitomné
v huminovych latkach a identifikovat chemické vazby. Pomoci této metody bylo zjisténo, ze
vzorek FK 10 cm obsahoval na rozdil od ostatnich nejvice karboxylovych skupin, coz
prokazuje absorpéni pas v rozmezi 1720-1670 cm™'. U HK je tento pas lokalizovan v oblasti
nizsich vlnoCtl, coz je pfimim dikazem valencni vibrace karboxylatového anionu COO™,
anebo valen¢ni symetrické vibract C=0O v sekundarnich amidech. Taky vzorek FK 10 cm
v rozmezi 1270—1240 cm~'obsahoval nejvice fenolickych ~OH skupin.

Pomoci UV/Vis spektrometrie byly vypocitany absorpcéni koeficienty a humifikacni
indexy. Vzorky FK charakterizovany vy$§im absorpénim koeficientem E/E3, coz znamena
niz§i stupen aromaticity. U vzorkd fulvinovych kyselin byla zjiSténa nejvys$si hodnota
absorp¢niho koeficientu Eg1/Eg; v porovnani s vzorky huminovych kyselin, coz naznacuje
vyS$S$i obsah O-obsahujicich funkénich skupin, kterymi jsou substituovany Ar stavebni
jednotky.
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Pii méfeni fluorescencnich spekter (EEM) bylo zjisténo, ze se fluorescenni maximum
vSech vzorkli nachazi v oblasti, kde lokalizovan fluorofor A. Porovnanim poloh
fluorescen¢niho maxima A (fulvic-like) u HK bylo zjisténo, ze vzorek HK 10 cm je silné
substituovan elektron-donornimi funkénimi skupinami, jako jsou alkyl- a aryl-estery.
Z porovnani fluorescen¢nich maxim vzorkl FK je vidét, ze v tomto pfipadé vzorek FK, ktery
se nachazi v niz§im pudnim horizontu, konkrétné FK 30 cm, je silné substituovan elektron-
donornimi funkénimi skupinami, jako jsou alkyl- a aryl-estery. Takze pfi porovnani vzorku
HK a FK mizZeme povs§imnout, Ze fluorescencni maximum A bylo v ptipadé HK lokalizovano
v oblasti vysSich vinovych délek emise. To muze byt zpisobeno tim, ze HK jsou slozitéjsi
supramolekularni struktury nez FK a obsahuji vice aromatickych jader a funkénich skupin.
Vzorky fulvinovych kyselin byly charakterizovany vysSimi hodnoty intenzity fluorescence
u fluorescencnich maxim. Nizsi hodnoty Ir u HK miazou byt zptusobeny tim, ze huminové
kyseliny jsou vétsi supramolekularni asociaty nez fulvinové kyseliny a maji vice
aromatickych jader, coz zptsobuje delsi a mén¢ intenzivni fluorescenci.

Na zakladé provedenych analyz byly ziskany dulezité poznatky o fyzikalné-chemickych
vlastnostech pudnich huminovych latek izolovanych z hnédozemé modalni. Bylo zjisténo, ze
tyto latky obsahuji vysoky podil organického uhliku a jsou bohaté na funk¢ni skupiny, jako
jsou hydroxylové skupiny a karbonylové skupiny. Studium také ukazal, ze huminové latky
vykazuji charakteristické absorpéni a fluorescenéni vlastnosti, které jsou spojeny
s pritomnosti specifickych fluorofora.

Vysledky této prace prispivaji k lepSimu porozuméni chemického slozeni a struktury
huminovych latek izolovanych z hnédozemé modalni. Tyto poznatky mohou mit vyznam pro
dalsi vyzkum v oblasti padnich véd, zejména pfi studiu funkce huminovych latek v ptidnim
prostiedi a jejich vztahu k ptidnim procesim a ekosystémovym funkcim.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRAZEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

DRIFT
EA
EEM
FK
FTIR
HK
HL
HU
IHSS
TGA
UV/Vis

difuzni reflektance

elementarni analyza

excitacné-emisni matice (spektra)

fulvinova kyselina

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
huminova kyselina

huminova latka

humin

mezinarodni spolecnost pro vyzkum huminovych latek
termogravimetricka analyza

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zatfeni

8.2 Seznam pouzitych symboli

at. %
E»/E3
Ex/Ey4
E«/FEs
EEr/Es;
hm. %

Milori index

elementarni slozeni v atomovych procentech

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

plosny integral pres celé emisni spektrum
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Obrazek 16: Vzorek FK (vlevo) a HK (vpravo)
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