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ABSTRAKT

Huminové kyseliny jsou soucasti prirodni organické hmoty vyskytujici se vSude kolem nas.
Cilem této diplomové prace je prostudovat molekuldrni organizace, konformace huminovych
kyselin ve vodnych roztocich, jelikoz pofad vyvolavaji fadu otazek. Zda jsou huminové
delsi dobu. S postupem casu, diky novym technologiim, se vSak odklanéji od polymerniho
modelu a priklangji se spise k supramolekularnimu uspofadani huminovych kyselin. Studovat
slozit¢ huminové systémy vSak neni jednoduché, jsou totiz polydisperzni a heterogenni, coz
znacn¢ komplikuje jakoukoliv jejich charakterizaci. Navic jejich molekularni organizaci
ovliviiuje fada faktorti jako napt. pH, iontova sila apod. Pro studium konformace huminovych
kyselin byly pfipraveny koncentra¢ni fady IHSS (mezinarodni asociace pro huminové latky)
Leonardite huminovych kyselin standard ve ¢tyfech ruznych prostiedich: 0,1 M NaOH, ve
vodé s pH nasledné upravenym na hodnotu 12 (bazické prostiedi), 0,1 M NaOH + 0,1 M HClI,
0,1 M NaCl (neutralni prostfedi). Navic byla provedena frakcionizace huminovych kyselin za
ucelem zjednoduSeni slozité struktury téchto latek. Pfipravené koncentra¢ni tfady byly
charakterizovany za pomoci nékolika analytickych metod jako je ultrafialova a viditelna
spektrometrie, dynamicky rozptyl svétla, elektroforeticky rozptyl svétla, mikroreologie,
gelova permeaéni chromatografie, potenciometrické¢ stanoveni pH a ptima konduktometrie.
Diplomovéa prace navazuje na predchozi bakalarskou praci s tim, ze byly vyuzity odlisné
huminové kyseliny. Z namétenych vysledki vyplyvéd, ze studované systémy vykazuji
supramolekuldrni chovéani a v né¢kterych piipadech podléhaji agregaci do vétSich celkl
(micel).

KLICOVA SLOVA

huminové kyseliny, frakcionace, konformace, dynamicky rozptyl svétla, elektroforeticky
rozptyl svétla



ABSTRACT

Humic acids are part of the natural organic matter occurring all around us. The aim of this
thesis is to study the molecular organization, conformation of humic acids in aqueous
solutions, that always raise a number of questions. For a long time, the scientists all over the
world argue, if humic acid are polymers, micelles or supramolecules. Over time, thanks to
new technologies, their opinions are moving away from a polymer model and tend rather to
supramolecular arrangement of humic acids. Studying humic complex systems is not easy,
because they are polydisperse and heterogeneous, which significantly complicates any
characterization. Moreover, its molecular organization is affected by many factors such as e.g.
pH, ionic strength and etc. For the study of the conformation of humic acids, concentration
series of IHSS (International humic substances asociation) Leonardite humic acids stamdards
in four different mediums were prepared: 0,1 M NaOH, humic acids in water with pH
modified to 12 (basic medium), 0,1 M NaOH+0,1M HCI, 0,1M NaCl (neutral
environment). Furthermore it has been performed the fractionation of humic acids for the
purpose of simplifying the complicated structure. Prepared concentration series were
characterized with several analytical methods such as ultraviolet and visible spectroscopy,
dynamic light scattering, electrophoretic light scattering, microrheology, gel permeation
chromatography, potentiometric pH determination and direct conductometry. Diploma thesis
is built on the previous bachelor thesis in which different sample of humic acids was studied.
The measured results indicate that the studied systems show supramolecular behavior and in
some cases are subject to aggregation into larger units (micelles).

KEYWORDS

humic acids, conformation, fractionation, dynamic light scattering, electrophoretic light
scattering
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1 UVOD

Huminové kyseliny ovliviiuji mnoho geochemickych a enviromentalnich procest, jakozto
vSudypfitomna komponenta organické hmoty v pudé. Jednim z procesii, na kterych se tyto
latky podili, je napt. regulace interakce kovii v pid¢, s ¢imz souvisi problém znecistovani
zivotniho prostfedi riznymi kontaminanty. V zavislosti na geochemickych parametrech
mohou huminové kyseliny ptsobit jako geochemické bariéry, nebo mohou piispivat k tomu,
aby se kovy transportovaly v pidé¢, aniz by néjak zasadné ovliviiovaly pfirodni procesy v ni
probihajici. Dilezitym aspektem pro pochopeni téchto procest je bezpochyby konformacni
povaha huminovych kyselin. V zavislosti na podminkach prostfedi, Se mohou huminové latky
vyskytovat ve formé koloidl, agregovat (srazet se) do vétsi celkll, nebo ziistat v roztoku jako
zaporné nabité komplexy. S nastupem novych sofistikovanéjsich technologii se zménily do té
doby uznavané pohledy na strukturu, konformaci téchto latek. Zpoc¢atku se na huminové
kyseliny pohlizelo jako na polymery, dnes se spiSe védci piiklanéji k supramolekuldrnimu
modelu. Znalost struktury a molekularni organizace téchto latek je stézejni pro predikci jejich
moznych fyzikaln¢ — chemickych interakci s latkami ptitomnymi v zivotnim prostiedi a dale
ke studiu jejich potencialnich aplikaci zejména v zeméd¢lstvi, ochrané Zivotniho prostiedi,
prumyslu a farmakologii.



2 CIL PRACE

Cilem prace je prostudovat zmény konformace a molekularni organizace huminovych kyselin
v zavislosti na jejich koncentraci a zpiisobu a podminkach ptipravy jejich roztoki. Diplomova
prace navazuje na predchozi bakalafskou praci s tim, ze byly pouzity IHSS standardy
huminovych kyselin, charakterizace se rozsitila o nové analytické metody a byla provedena
frakcionace za ti¢elem zjednoduseni komplikovangjsi struktury huminovych kyselin.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Pro¢ studovat huminové latky?

Ackoliv po celém svéte dochdzi k redukei, recyklaci a opétovnému pouziti
materialti Z komunalnich odpadi, vétSina z nich stejné lezi ladem na skladce, a to
zejména V rozvojovych zemich. Problémy se vSak tykaji ve velké mife 1 vyspélych zemich,
naptiklad Ciny, kde skon¢i na skladce vice nez 90 % odpadu. Na skladce tyto odpadni
materidly podléhaji fyzikalnim, chemickym a biologickym pfeméndm. Neékteré organické
latky degraduji a dostavaji se do podzemnich vod, zatimco jiné latky odolné&jsi vuci
biodegradaci ptichazeji do styku s pidni organickou hmotou, mezi kterou patii i huminové
latky (HL). Pro HL je typické, Ze kolisaji jejich poméry elementarniho sloZeni, chemické
funkce a distribuce molekulovych velikosti, coz mize zasadné ovlivnit chovani nékterych
znecist'ujicich latek v pfirodnim prostiedi. Typickymi ptiklady, které je zde tieba zminit, jSou
pak tézké kovy. [1]

V dnes$ni dobé dochazi ke kontaminaci pidnich systémd, vod, snizovani Grodnosti ptudy
apod. velmi cCasto. Jednim z nejvétSich zneciStovatelt je beze sporu ¢loveék. Aby se tyto
problémy mohly fesit, je nutné znat strukturu a vlastnosti HL, jelikoz se na procesech v padé
podili. Neni vSak jednoduché tyto slozité systémy zkoumat a pfedpovidat jejich chovani,
protoZze se neustale transformuji. NejvétSim problémem, Se kterym se setkavame pfi
charakterizaci téchto latek, je jejich heterogenita. [2]

3.2 Co jsou to huminové latky?

Kazdy zivy organismus uvoliiuje do prostiedi mnoho organickych latek, at’ uz za svého
zivota, nebo 1 po smrti rozkladem svych tkani. Tyto latky nasledné¢ podléhaji
chemickému a biologickému rozkladu za tvorby humusu, temné zbarvené organické hmoty,
ve kterém uz nerozezname ptvodni strukturu.

Humus rozdélujeme na dvé ¢asti:

Nehumifikovana cast, obsahujici témet vSechny biochemické slozky ptivodniho materialu,
které mizeme presné chemicky urcit (sacharidy, lipidy, proteiny, aminokyseliny, nukleové
kyseliny,...). Tyto latky se mohou dale rozkladat a nebo vstupovat do procesu humifikace —
kvantitativné druhého nejdilezitéjsiho biogeochemického procesu na Zemi hned po
fotosyntéze.

Humifikovana cast, vysokomolekularni koloidni hmota nazyvana huminovy material. Tato
frakce predstavuje vyznamnéjSi ¢ast humusu, protoze je chemicky nejaktivngjsi ¢asti pudy.

[3]

Vymeéna Zivin, energie a uhliku mezi organickou hmotou v pidé, ptidnim prostfedi, vodnich
systémech a atmosférou je dulezita pro zemédélskou produktivitu, kvalitu vody a klima. [4]

HL jsou vyznamnou soucasti piirodni organické hmoty v ptdach, raSeling, hnédém
uhli a sedimentech, ale také v povrchové a podzemni vod¢. Jejich uloha je naprosto

nezastupitelna pro zivot edafonu v pidé a zasadné ovliviiuji 1 riist rostlin, Gsporu zékladnich
zivin apod.
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Piedstavuji nejvétsi a z hlediska globalni stability na Zemi nejvyznamnéj$i zésobu
organického uhliku. Jsou vysledkem biochemickych a chemickych reakci doprovazejicich
rozklad a pfemény zbytkd rostlinné a mikrobidlni biomasy (souhrnné nazyvanych
piemény, dale polysacharidy, melanin, kutin, lipidy, nukleové kyseliny aj. Jen v pidnich
uhlikatych slouceninach je vazéano pfiblizné 3,3 krat vice uhliku nez v atmosféte a 4,5 krat
vice nez v zivych organismech. Nelze se tedy divit, Ze HL zasadnim zptisobem ovliviiuji Zivot
na Zemi. Opét prvotradou otazkou pro pochopeni ulohy HL v globalnich procesech pfemény
uhliku je urceni jejich komplikované struktury. [2]

HO CH3 DCH3

HsCQ

OLignin

CH;,

Obr. 1 Struktura ligninu [5]

Staii HL je sice uvadéno stovky i tisice let, ale je znamo, ze v pifipadé nedostatku zdroje
organického uhliku, jsou HL opét mikroorganismy vyuzity. Posledni vyzkumy naznacuji, ze
existuje vztah mezi mikrobiologickou aktivitou a termoanalytickym chovanim
humifikovanych substratii. Tento pfistup by potencionalné umoziioval predikci chovani
riznych typt pidy a modelovani tepelnych tokii a cyklu uhliku v pfirodé. [6]

3.3 Déleni huminovych latek

HL patfi k tém latkam, jez se nedaji klasifikovat jako jiné chemické tiidy sloucenin (napf.
proteiny, sacharidy, lipidy). [7]
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Po izolaci HL z pevnych i kapalnych matric je lze délit na zakladé rizné rozpustnosti
Vv kyselém ¢i alkalickém prostiedi aplikaci sloupcové chromatografie. [8]

Obecné se HL déli na zaklad¢ rozpustnosti ve vodnych roztocich na:

& (¢ ‘\D
/

R

Obr. 2 Déleni HL dle rozpustnosti ve vodnych roztocich [9]

HK a fulvinové kyseliny (FK) ptedstavuji frakce rozpustné ve vodnych roztocich,
alesponi Vv ¢asti pH stupnice. Jako huminy oznacujeme latky ¢ernohnédé nerozpoustéjici se ve
vode¢, alkoholech, zasaditych ani kyselych roztocich a majici nejvyssi molekulovou hmotnost
z HL. Chemickou strukturou i vlastnostmi se podobaji HK. [9]

Co se tyce vlastnosti jednotlivych frakci HL, tak zde panuji vyrazné odlisnosti (viz Obr. 3).
Nejsvétlejsi zluté az zlutozelené zbarveni maji FK, HK jsou uz tmavsi a maji zbarveni do
hnéda, nejtmavsi jsou pak erné az ¢ernoSedé huminy. Riznorodé zbarveni souvisi predev§im
s dalSimi vlastnostmi, jako jsou molekulova hmotnost, obsah zdkladnich prvka (C, H, O,
N) a funkénich skupin (napt. karboxylovych, fenolovych, hydroxylovych apod.). Molekulova
hmotnost nartista od FK k huminiim. Porovnani obsahu zakladnich prvka v HK a FK mzeme
vidét nize v Tab. 1. [10]
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HUMINOVE LATKY

Fulvinove kyseliny Huminové kyseliny Huminy

Zména barvy

L
L

Rist molekulovych hmotnosti

L
L

L

Riist obsahu kysliku

L

L

Pokles obsahu kysliku

L

Klesa vyménna kapacita

L
L

Klesa rozpustnost

L L

Obr. 3 Rozdéleni huminovych latek podle zbarveni (Stevenson 1982) [11]

Tab. 1 Elementdrni sloZzeni huminovych a fulvinovych kyselin [12]

Obsah (hm. %)

Prvek HK FK
C 50 - 60 40 -50
0] 30-35 44 - 50
H 4-6 4-6
N 2-6 1-3
S 0-2 0-2

HK 1ze také délit podle rozpustnosti v alkoholech na:
* Hymatomalanové kyseliny — nerozpousti se v alkoholech
»  Humusové kyseliny — rozpousti se v alkoholech

K. Simon zaradil k HK i humoligninové kyseliny, jez se podobaji ligninu a lisi se pouze
svou nerozpustnosti v NaF. [13]
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3.4 Vznik huminovych litek
Teorie vzniku HL dodnes nejsou uplné jasné a popsané.

V literaturach [9, 14, 3], mizeme najit predpokladané teorie vzniku HL (viz. Obr. 4) Patii
K nim teorie:

e ligninova
e polyfenolova

e vznik HL kondenzaci aminoslou¢enin s redukujicimi sacharidy

zbytky rostlin

\ 5 modifikovany lignin>—_

cukry +| ligninova teorie |-

transformace MO \
ligninové produkty teorie “
polyfenoly “~ kondenzace cukrii

S aminy

- ‘| polyfenolova teorie » % \
‘\‘ |
-

.

huminové latky

)

Obr. 4 Schéma predpokladanych moznosti vzniku HL [15]

Ligninova teorie

Ligninova neboli degradacni teorie popisuje vznik HL mikrobidlnim rozkladem odumitelého
rostlinného materialu, kdy z tézko rozlozitelnych latek jako je lignin, kutin nebo melanin
vznikaji vysokomolekuldrni huminy. Ty jsou pak oxidaci postupné transformovany pies HK
na FK a dale na je$t¢ mensi molekuly. Pokud degrada¢ni mechanismus pokracuje, jsou HL
postupné a velmi pomalu rozloZeny az na oxid uhli¢ity a vodu. [16]

Ligninova teorie pravdépodobné prevlada pii tvorbé humusu zraseliny, jezernich
sedimentd, $patn¢ odvodnénych ptid a mokrych sedimenti. [14]
Polyfenolova teorie

Polyfenolova neboli synteticka teorie naopak vychazi z predpokladu, Ze rostlinné tkané jsou
nejprve degradovany na malé molekuly (karboxylové kyseliny, fenoly atd.) a z nich se pak
syntézou tvoii HL. Nejprve by tedy vznikaly FK, az pak HK a nakonec huminy. [16]
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Roli mikroorganismi jakozto zdroji polyfenolii objasnila Kononova, ktera dosla k zavéru,
ze HL vznikly diky mykobakteriim rozkladajicich celulozu, pied rozkladem ligninu [14, 9, 3].

Kondenzace sacharidit s aminy

Jednou z dalSich moznosti vzniku HL se jevi kondenzace aminosloucenin s redukujicimi
sacharidy. Polymerizaci redukujicich sacharidii a amind (bez pfitomnosti enzymi) vzniknou
hnédé dusikaté polymery. Logicky zde vyvstava argument proti této teorii, Ze reakce bude
probihat pomérn¢€ pomalu pii teplotach za normalnich ptidnich podminek. Nicméné¢, drastické
a Casté¢ zmény v pudnim prostiedi jako je mrznuti, tani, vlhko, sucho, spole¢n¢ s tim, jak se
reaktanty misi s mineralnim materialem, maji katalytické vlastnosti, jez mohou usnadnit
kondenzaci. Pozitivnim argumentem teorie je, Ze reaktanty (sacharidy, aminokyseliny apod.)
syntetizuji ve velkém mnozstvi mikroorganismy. Pti kondenzaci sacharidii s aminy nejprve
dochéazi k adici aminu na aldehydickou skupinu sacharidu, kdy vznikd N — substituovany
glykosylamin. Glykosylamin se nasledné rozlozi za tvorby N — substituované 1-—
aminodeoxy — 2 — ketosy. Coz je podminéno fragmentaci a vznikem 3 — uhlikového fetézce
aldehydt a ketonl (diacetyl apod.), dale dehydrataci a formaci reduktonti a hydroxylmethyl
furfurald. Vzniklé reaktivni  slouCeniny v pfitomnosti aminosloucenin  ochotné
polymeruji a tvoii hnéd¢ zbarvené produkty. [14, 9, 3]

3.5 Vlastnosti a struktura huminovych latek

Huminové latky bychom mohli definovat jako relativné velké aglomeraty molekul riznych
struktur a molekulovych hmotnosti. Vlastnosti a struktura HL zavisi na zdroji (voda, puda,
lignit, sedimenty), vegetaci a specifickych podminkach extrakce. [8] HL jsou odpovédné za
barvy v ptirodnich vodach (zvySeni hodnoty pH zptisobi zvySeni intenzity barvy). [17]

Zastoupeni jednotlivych prvkli v HL se pohybuje relativné v konstantnim rozmezi. Obsah
uhliku se pohybuje okolo 53,8 az 58,7 hm. % pro HK, 40,7 az 50,65 hm % pro FK. Obsah
vodiku je pro HK 3,2 az 6,2 hm. %, a pro FK je velmi podobny 3,8 az 7 hm. %. Primérny
obsah kysliku v HL se pohybuje v rozmezi 31,8 az 51,9 hm.%. Dusik je obsazen v 0,8 azZ 4,3
hm. % pro HK a 0,9 az 3,3 hm. % pro FK. [18]

Diky jejich rozmanité struktufe a mnozstvi funkénich skupin se jednd o pomérné reaktivni
latky, které aktivné reaguji napt. s halogeny. Vykazuji vSak i vyznamné adsorp¢ni vlastnosti
vaci aktivnimu uhli, oxidu hlinitém a minerdlnim koloidiim, coZ pravdépodobné ovliviiuje
koagulaéni procesy. Tvoii komplexy s riiznymi ionty kovi (zejména s Fe**, Al**, a Cu?")
a jsou schopné absorbovat mnoho organickych mikropolutant jako pesticidy, ftalaty apod.
[17]

Pro ptedstavu o struktufe HL, chemickych, fyzikdlnich a biologickych vlastnostech, je
sté¢zejni obsah funk¢nich skupin. Nejvyssi zastoupeni maji vétSinou karboxylové skupiny,
které¢ udavaji kyselost HL, pravé zde jsou mista absorpce a vymény kationtd. FK maji vyssi
obsah COOH skupin nez HK. Dalsi struktury, které se podileji na kyselosti HL, jsou
hydroxylové skupiny, a to piedev§im fenolické a alkoholové hydroxyly. [9]

Vlastnosti HL vSak vyznamné ovlivituje i zastoupeni aromatickych a alifatickych struktur.
Relativni mnozstvi aromatickych struktur (oproti alifatickym) se oznacuje jako aromaticita.
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Ta mé vliv na stabilitu a chovani HL a také poukazuje na ptivod a typ HL. HK jsou az
dvakrat aromati¢téjsi nez FK, coz souvisi s procesem jejich vzniku — humifikaci. Vyznamnym
Cinitelem v této oblasti jsou rovnéz mikroorganismy, které zpisobuji rozklad alifatickych
fetézcl, ¢imz dochazi k nartstu obsahu stabilnéj$ich aromatickych struktur. [19]

Mezi dalsi faktory, jez ovliviiuji chovani HL, patii velikost jednotlivych molekul a ¢astic,
stupenn jejich dispergace (pravé nebo koloidni roztoky), polarita, ktera je ddna charakterem
skeletu (aromaticky ¢i alifaticky) a hlavné druhy, pocty a disociaénimi schopnostmi funk¢énich
skupin. [20]

Sekundarni a terciarni struktura HL (viz Obr. 5) ma velky vliv na biogeochemické procesy.

Struktura HL a uspofadani jednotlivych stavebnich blokiit HL jsou pomérné zavislé na

okolnim prostedi. | nepatrné zmény pH zpusobi rozpad struktury huminovych latek. Mohou
se vyskytovat rozpusténé v roztoku, v koloidni formé, nebo vysrazené.

V koloidnim stavu jsou drzeny pouze slabymi silami, avSak jakakoliv zména pH roztoku,
koncentrace nebo pfitomnost kovovych iontli —zejména vicevaznych — zplsobi velké
konformacéni zmény. [21]
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Obr. 5 Chovani HL ve vodném prostiedi — upraveno dle Bergelin [22]

Huminy pfedstavuji frakci HL, jenZ je ve vodé€ nerozpustna jak pfti kyselé, tak 1 alkalické
hodnoté pH. Fulvinové kyseliny ptedstavuji frakci HL, kterd je rozpustna ve vodé v celém
rozmezi pH a zstdva v matrici po vysrazeni HK v kysel¢ oblasti pH stupnice. Od HK se lisi
niz$i molekulovou hmotnosti. Diky tomu, Ze maji ze vSech frakci HL nejlepsi rozpustnost,
jsou v ptirodnich vodach v prevaze. [23]

Pro vody s obsahem HL je typicka nejen vysokd koncentrace téchto latek, ale také nizky
obsah vapniku, hoi¢iku a hydrogenuhli¢itanovych iontli, nizkd hodnota pH a casto také
zvySeny obsah hliniku, coz jsou typické rysy vod v horskych oblastech nebo hornich ¢astech
tokt. Ve vétSiné ptipadii byvaji nevyhovujici 1 ne€které senzorické vlastnosti vody, jako je
barva, chut’ a zapach. [16]
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3.6 Huminové kyseliny

3.6.1 Vlastnosti a struktura

Huminové kyseliny patii mezi hlavni a pravdépodobné nejcennéjsi slozku HL v ptadé€. Jsou
rozpustné Vv alkalickém prostiedi, Caste¢né rozpustné ve vodé a nerozpustné v Kkyselém
prostfedi, coz se mize ménit napf. S pH nebo iontovou silou. Diky jejich amfifilnimu
charakteru tvoii v neutrdlnim az kyselém prostiedi struktury podobné micelam, zvané
pseudomicely. Tuto vlastnost lze vyuzit pii studiich odstrafiovani znecisténi Zzivotniho
prostiedi, nebo ke zvyseni rozpustnosti hydrofobnich 1é¢iv ve vodé. [24, 25]

Machesky definuje HK jako slozité polydisperzni smési heterogennich polyelektrolytt. [26]
Hladky a spol. popsal HK jako komplexni slozité piirodni organické makromolekuly s vysoce
variabilnim chemickym slozenim a rliznymi aktivnimi funkénimi skupinami. [27] Autofi
Clanku [28] tvrdi, Ze HK jsou tmavé Sedé nebo <ervenohnédé makromolekuly
hydroxykarboxylovych kyselin obsahujici dusik a jsou z roztoku ziskavany alkalickym
louzenim. [28] Typické poloméry izolovanych jednotlivych HK jsou v rozsahu 20 — 80 nm,
nicméné u nich odchazi k agregaci do vétsich celku. [29]

Zajem o HK a jejich soli (humaty) zapticiniuje pfedevsim to, Ze vykazuji fadu zajimavych
vlastnosti, jez je mozné prakticky uplatnit. Za zminku stoji jejich schopnost iontové vymény
¢1 sorpcni a hydrofilni vlastnosti. Rozpustné soli alkalickych kovli HK jsou absorbovany na
rozhrani pevna latka —voda nebo olej —voda. V téchto systémech se poté dokazou chovat
jako povrchové aktivni latky (PAL). Molekuly téchto vysokomolekularnich latek obsahuji
kondenzované a substituované aromatické kruhy k sobé vazané ptes nearomatické fragmenty.
Supramolekularni struktury nebo molekularni asociaty HK obsahuji funkéni skupiny jako —
COOH nebo —OH, které uréuji vySe uvedené vlastnosti téchto slouc¢enin. Pfirodni zdroje HK
jsou ruzné, nejcastéji vSak se jednd o hnédé uhli, raSelinu ¢i zeminu, ty se poté lisi
elementarnim sloZenim, poctem ionogennich skupin, stupném kondenzace molekul, pomé&rem
hydrofilnich ku hydrofobnim fragmentiim a molekulovou hmotnosti.

V posledni dob& bylo prokézano, Ze mohou HK byt produkovany fermentané za pouziti
ovoce a palmovych stromt jakozto substratu, coZ je pfirodni a udrzZitelny zdroj. Kromé toho je
taky mozné pouzit chemickou syntézu pies polymera¢ni/kondenzacni reakce. [24]

Systémy, jez se pouzivaji s nejvetsi frekvenci v primyslovych procesech, jsou vodné
roztoky soli HK. Mohou slouzit napt. jako stabilizatory vodné jilové suspenze (vrtné kaly),
zmék&ovadla, emulgatory koloidnich paliv apod. Casto se také pouZivaji humaty ve
spojeni s vodou, kterd ma rtizné stupné mineralizace.

Roztoky humati alkalickych kovt jsou velmi citlivé na pridavek silnych elektrolytt, které
zpusobi jejich vysrdzeni. MnoZstvi pouzitych elektrolyti uddvd miru stability téchto
sloucenin, oznacuje se jako prah koagulace, nebo také prah strukturace. Pfidani silné kyseliny
napt. HCI do vodného roztoku soli HK ma za nasledek tvorbu srazeniny. [30]
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Struktura

Chemické slozeni HK se muze liSit v zavislosti na geografickém pivodu, véku,
klimatu a biologickych podminkach, takze piesna charakterizace struktury je obtizna. Jejich
molekularni hmotnosti se pohybuji v rozmezi od 2 do 1300 kDa. Hlavni slozky jejich
struktury jsou fenoly, karboxylové kyseliny, enolaty, chinony, ethery, ale také
cukry a peptidy. Ovsem fenoly a karboxylové kyseliny jsou ve znacné pievaze. Slozita
struktura HK se sklada z hydrofilnich ¢asti (zejména funkéni skupiny —OH, —COOH),
hydrofobnich casti skladajicich se =z alifatickych fetézci a aromatickych kruhi.
Fenolové a karboxylové skupiny jsou zodpoveédné za to, ze se HK chovaji jako slabé kyseliny.
Chinony jakozto akceptoii elektronti jsou zodpovédné za produkci reaktivnich forem kysliku.
Jsou redukovany na semichinony, které jsou stabilizovany svymi aromatickymi kruhy a dalsi
redukci vznikaji hydrochinony, které jsou jesté vice stabilni (viz. Obr. 6). [24]

0 &} OH

+e +e
-e =4
) 0O OH
Chinon Semichinon Hydrochinon

Obr. 6 Redukce chinonii pies semichinony na hydrochinony [24]

Aeschbacher a spol. [31] studovali ¢asti HK — elektronové akceptory (chinony) a donory
elektrond (fenoly) ziskané z riznych zdroji. Zjistili, Zze ptivod a stafi HK ma pfimy ucinek na
jejich redoxni vlastnosti. Analyza za pomoci 3C NMR ukazala, ze HK z vod maji vyssi pocty
elektron donorli a niz8i pocty elektron akceptorti nez suchozemské HK. Autoifi podporuji
hypotézu, ze fenolické skupiny HK zpomaluji oxidacni transformaci chinoni zvySenim jejich
stalosti.

Pfitomnost prazdnych kavit v navrhované struktuie HK je jednim z nejzajimavéjsich ryst,
jelikoz se zde mohou zachycovat a vazat dal$i organické slouceniny jako jsou sacharidy,
proteinogenni materialy, lipidy, anorganickeé latky apod.

Schnitzer a Schulten [32] navrhli v roce 1993 2D strukturu HK, ktera se podle nich sklada
piedevsim z uhlovodikl, fenoll, monomert a dimert ligninu, lipidG (alkant, alkeni,
mastnych kyselin, esterd N — alkyli a alkylaromati) a sloucenin obsahujici dusik, vyobrazeno
na Obr. 7.
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Obr. 7 2D struktura navrhovana podle Schnitzera a Schultena (1993) [32]

V roce 1997 prevedli 2D strukturu do 3D projekce, jelikoz 2D projekce nestacila pojmout
vSechny funkéni skupiny obsahujici kyslik. [32] Vysledek 1ze vidét na Obr. 8.

Uhlik (aromaticky)
Uhlik (alifaticky)
Kyslik

Dusik

Vodik

Obr. 8 3D struktura HK podle Schnitzera a Schultena [33]
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Rozpustnost a vliv pH

V alkalickém prostiedi jsou fenolické a karboxylové skupiny deprotonovany a repulze téchto
zaporn¢ nabitych skupin zplsobuje, Ze se molekuly vyskytuji ve vice protazené konfiguraci.
Se snizenim pH nastava situace, ze jsou molekuly naopak protonovany, molekuly poté
zaujmou stoCenou a kompaktni strukturu. V této fazi jsou hydrofobni ¢asti vevnitt
struktury a hydrofilni ¢asti jsou v kontaktu s vodnym médiem. Pravé tehdy se formuji
struktury podobné micelam, coz se vyuziva u HK, které funguji jako detergenty, Cili snizuji
povrchové napéti latek. Dochazi k tvorbé agregatii na intramolekularni Grovni, nasledované
tvorbou intermolekularni organizace a nakonec dojde k precipitaci, coz je znazornéno na
(Obr. 9). [24]

Obr. 9 Chovani HK v alkalickych podminkdch a proces agregace po snizeni pH:Alkalické pH-
nabojové repulze (A), snizeni pH: intramolekuldarni agregace (B), snizeni pH: intermolekuldrni
agregace (C), kyselé pH: srazeni (precipitace) (D). [24]

Prado a spol. poznamenal, ze pH neovliviiuje pouze rozpustnost HK, ale i stabilitu jejich
suspenzi. Difuzni elektrickd dvojvrstva se tvofi kolem nabitych castic, chrani je a umoziuje
systému byt nenabity (bez naboje). Kromé toho koncentrace iontu zajist'uje ochranu naboje

v

v

silngjsi interakci s elektrickou vrstvou nez s rozpoustédlem molekuly. [34]

Solubilizace

Pti neutralnim pH je solubilizace HK pouze ¢astec¢nd. Ackoliv mizeme HK nalézt v pfirodé
rozpusténé ve vode, ne vSechny izolované pevné preparaty se rozpusti. [24]

Autofi prace [35] navrhli rizné rozpoustéci mechanismy pro lignitické suspenze HK ve
vodé, v niZ mé pevna latka nerozpustné a rozpustné frakce. Vzhledem k tomu, Ze jsou HK
slabé polyelektrolyty, mohou existovat ve vodé jako disociované molekuly a v disociované
formé (rov. 1).

HAg © HAG) © Hig) +Aqg) (1)
HAG © Hig +A) )

Tento mechanismus odpovida rozpustné frakci HK. Nerozpustna frakce
interaguje s zivotnim prostiedi prostfednictvim povrchu a chova se jako iontomeénic tim, ze
uvolni H" ionty do roztoku, zatimco anionty ziistavaji nerozpustné (rov. 2). [35]
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Reaktivita

Interakce HK s cizorodymi latkami v padé¢ siln€ ovlivituje mnoho faktort jako je pH, iontova
sila, koncentrace bez kovovych iontt a pfitomnost konkurenénich iontd. [36]

Jelikoz znalosti o HK nejsou doposud kompletni, pfedstava o moznych vazebnych
interakcich HK je zatim pomérné piiblizna, nicméné na zakladé dostupnych informaci jsme
schopni pfedpokladat tyto vazebné interakce HL s cizorodymi latkami:

Iontovd vazba — pokud bychom brali v tvahu vznik iontové vazby, potom bychom mohli
ve zjednoduseném pohledu na HL pohlizet jako na ionexy. Napi. v ptipad¢ alkalickych kovu
a amoniaku.

vvvvvv

toxickych kovil v ptid¢, je koordinacni vazba mezi makromolekuldrni matrici HL a ionty kovil
v priipadé, ze jsou schopné tento typ vazby vytvorit. Mista, kde by mohla tato vazba
potencidlné vznikat jsou karboxylové, fenolické a dalsi funkéni skupiny vyskytujici se ve
struktufe HL ve velké mifte.

Kovalentni vazba — interakce vedouci ke vzniku kovalentnich vazeb mohou byt rozdéleny na
dvé skupiny:

1. reakce probihajici bez vyuziti aktivity enzymu

2. reakce s vyuzitim biokatalyzy

Ptikladem zde muze byt kovalentni vazba anthracenu na HK.

Vodikové mustky —na zéakladé prokazané pritomnosti nékterych funkénich skupin ve
struktufe HL 1ze (amidovd, laktamova, nitrilovd) pfedpokladat moznost vzniku vodikovych
mustkd, jeZ se mohou vyznaéné podilet na vazebnych schopnostech mezi HL a kontaminanty.

Hydrofobni interakce —vznikaji pii kontaktu nepolarnich skupin (napt. alkylovych)
nesenych molekulami nachézejicich se ve vodném roztoku, kde tyto interakce mohou napft.
vychazet z pasobeni van der Walsovych sil nebo ptesunu « elektront. [10]

s
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Obr. 10 Schematické zndzornéni vzniku hydrofobnich interakci [37]
Interakei HL s jinymi slouc¢eninami strukturami vznikaji:

soli nizkomolekularnich organickych kyselin —reakce organickych kyselin (napf. kyselina
octova, Stavelova) s mineraly (napf. magnezit, kalcit)
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soli alkalickych kovii a kovii alkalickych zemin —navazani alkalickych kationtd (Na®, K7,

ca*, Mgz+) iontovou vazbou na karboxylové skupiny HL. D¢Eli se na humaty (soli
HK) a fulvaty (soli FK).

komplexy s kovy - podstatou tvofeni komplext s kovy je zaplnéni volnych orbitali kov
elektrony donorovych skupin liganda. [38]

Toxicita

Toxicita HK byla shledana jako mimofadné nizka. [39, 40, 41] Provedené dermalni testy
ptipravki s HK nevykazaly zadné abnormality v akutich a chronickych studiich toxicity. [26]
Sato a kol. provedli zkousky mutagenity HK za pouziti Salmonella typhimurium
TA100 a TA98, mutagenni G¢inky nebyly pozorovany. [42]

3.7 Molekularni organizace a konformace HK

Jak uz zde bylo zminéno, HL jsou heterogenni a polydisperzni, coz zna¢né komplikuje jejich
charakterizaci z hlediska sekundérni struktury a molekularni organizace v roztocich. Studuji
se vSak intenzivng, jelikoz jsou obsazené v pud¢ a podileji se na v§ech procesech, které se v ni
odehravaji vcetné¢ procest spojenych se znecisténim pidy, vody apod. Vyzkum téchto
zajimavych latek trva jiz dlouha léta, bylo vydano nespocet publikaci, ale nazory na jejich
ptipadnou strukturu ¢i konformaéni uspofadani se s vyvojem experimentalnich technik, coz
umoznilo pfesnéj§i analyzu, postupné ménily. Nejdiive se autofi studii [43, 44, 9] domnivali,
ze HL maji polymerni strukturu a skladdaji se z ndhodné svinutych (sto¢enych) makromolekul
majici protahly tvar v bazickych roztocich, nebo v roztocich s malou iontovou silou, ale
stanou se stocenymi v kyselych roztocich nebo v roztocich s vysokymi hodnotami iontové
sily. Nicméné od této teorie se jiZ postupem Casu upousti. Namitky proti polymerni teorii
vznesly studie jako napft. [7, 45, 46, 47, 48]. Vysoka molekulova hmotnost totiz muze byt
vysvétlena asociaci malych komponentl do agregiti ve vodnych roztocich
s makromolekularnimi vlastnostmi. Nejvice pravdépodobny se zda byt nové&jsi koncept
ptedpokladajici supramolekularni strukturu HL, jez navrhuje Piccolo [7]. Piccolo
identifikoval ve struktufe HL velké mnozstvi relativné malych a chemicky rtiznorodych
organickych molekul tvofici shluky spojené slabymi disperznimi silami. Van der Waalsovy,
n—mn vazby, CH—n interakce a vodikové vazby jsou zodpovédné za zdéanlivé velké
molekularni  velikosti HK. Nicméné jeho experimentdlni prace vyvolala fadu
otazek a poznamek, jelikoz vysledky téchto studii mohou byt vysvétleny jak
makromolekularnim, tak supramolekularnim chovanim HL. [49]

Zielinska a spol. [29] tvrdi, Ze koloidnim interakcim HK mohou dominovat elektrostatické
nebo hydrofobni interakce. HK jsou charakterizovany jako heterogenni proto, Ze u nich mize
dojit k obou typtim reakci, ackoliv tvorba agregatii podobnym miceldm pii pomérné vysoké
koncentraci HK je pfipisovana predevsim hydrofobnim interakcim. Colombo a spol. [50]
studovali vliv pH na struktury agregati HK a vysledky ukazaly, Ze agregaty ptipravené pii pH
5 jsou kulovitého tvaru. V piipadné absence hydrata¢nich sil a pifi kyselém pH jsou HK
stabilizovany intermolekularnimi dip6l — dipdl interakcemi a van der Waalsovymi silami.
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Simpson a spol. [51, 52] provedli NMR experimenty s HL a odhalili existenci
polysacharidu, polypeptidu, ligninu a dlouhych uhlovodikovych fetézcii néhodné
sjednocenych (jak navrhl Piccolo) do supramolekularnich komplexi, ale byly vazany ptes
kovové mustky.

Trubetskoi a Trubetskaya [49] zkoumali elektroforetické frakce HL pomoci vysokou¢inné
kapalinové chromatografie s reverzni fazi (reverse phase high performance liquid
chromatography — RP — HPLC) a jejich vysledky naznacuji, ze supramolekularni koncept
struktury HL opravdu muze byt pouzit pro vysvétleni nékterych pudnich procesii zahrnujici
HL.

Dle vyzkumu Baigorriho a spol. [53] se HL jevi jako slozené ze dvou hlavnich frakei.
Frakce vykazujici v roztocich ¢ist¢ makromolekuldrni chovani (s  pfitomnymi
makromolekulami nebo stabilnimi molekulovymi agregaty), a druhé frakce formované
molekularnimi agregaty (supramolekularni asociace), ktera zahrnuje molekuly nizkych
hmotnosti a necistoty makromolekularni povahy.

Balousha a spol. [54] studovali supramolekularni strukturu metodou transmisni elektronové
mikroskopie (Transmition Electron Microscopy — TEM) a zjistili tvorbu agregati v tfadu
n¢kolika stovek nanometrt. Agregaty HK obsahovaly i rozvétvené struktury, ale diky ne pfili§
vysokému rozliSeni, Spatn¢ viditelné. Vysledky ukézaly, ze studované HK se skladaly ze siti
slozenych ze zakladnich molekul o priméru 20 nm, ale obsahovaly i izolované vétsi
makromolekuly v rozmezi 30 — 200 nm.

Ovsem nejdiskutovanéjs§im konceptem dne$ni doby je koncept micelarni struktury, pfi
kterém se organické molekuly uspofadaji ve vodném roztoku za vzniku hydrofilni vné;si
oblasti a hydrofobni oblasti po kontaktu s vicinalnimi molekulami vody. [55] Micelarni model
HK navrhoval uz Wershaw [56], kdyZ pfi svém vyzkumu naznadil, ze by mély podjednotky
HK podléhat spontanné agregaci drzeny pohromadé slabymi silami, jako jsou vodikové
vazby, m — vazbami apod. Navrhl tak proto, ze n€které frakce HL se ve vodnych a alkalickych
roztocich chovaji jako povrchové aktivni latky. Micely mohou byt rozdéleny na mensi
jednotky ptidanim organickych kyselin nebo manipulaci s pH. [46, 48]

Guetzloff a Rice [57] vS8ak pochybuji, ze vSechny HK frakce se podileji na tvorbé
micelarnich agregati. Chilom, Bruns, Rice [58] pfedpokladaji, Ze jedna tietina komponent HK
se chova jako surfaktant (povrchové aktivni latka), coz pravé zapticinuje amfifilni vlastnosti
HK. Studie Chilom a Rice [59] navazuje na ptedchozi experimenty a dale studuje molekularni
organizace HK v roztocich. Vysledky naznacuji, ze se HK sklada ze tii frakci: dvou frakci
kyselé povahy a jedné frakce podobné lipidim, jez ma rizné role v procesu vlastni
organizace. Vzorky HK méfili pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie (Differential
scanning calorimetry — DSC). Vysledky ukazaly, Ze struktura HK v pevném stavu, je vice nez
jen smési slozek a urcuji ji specifické interakce mezi jednotlivymi komponenty. Kleber a spol.
[60] popisuji HL jako smés slozek s proménnou amfifilnosti.

Smyslem prace Varga a spol. [61] bylo prostudovat chovani HK po pfidavcich organickych
¢i anorganickych kyselin a soubézné s tim byly sledovany parametry jako pH elu¢niho
¢inidla, koncentrace soli a pufracni kapacita. Vysledky ukazaly, Ze retencni posun nebyl
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zménou pH. Proto tvrdi, Ze vznik micel nelze jenom tak jednoduse potvrdit ani vyvratit.

Micela

Hydrofilni hlavicka

Hydrofobni konec

i‘ Hydrofilni médium (voda) ) _

Obr. 11 Struktura micely [62]
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Muscolo a spol. [8] studovali povrchové napéti HL, protoze se jim HL jevily nad&jné jako
ptipadné surfaktanty (tenzidy). Dle jejich vyzkumu, HL z pid a sedimentd mohou byt
definovany jako vhodné surfaktanty na zakladé méfeni jejich povrchového napéti. Po
zhodnoceni riiznych vlivli (a jejich derivati) na povrchové napéti HL usoudili, ze uplné
klicovy je ptivod HL. Jelikoz napt. v ptipad¢ prumyslové vyrabénych HL dochazi k tomu, ze
pusobi pouze malo, nebo nemaji dokonce zadny vliv na povrchové napéti. Naproti tomu
HL z pfirodnich zdrojii dokézou ovlivnit povrchové napéti ve velké mife. Navic spontanni
agregace vodnych roztoki HL miize probihat na intramolekuldrni (zahrnujici jedinou
molekulu polymeru) nebo intermolekularni (zahrnujici vice fetézil) Urovni. Vnitini Cast
agregatl se jevi jako relativné hydrofobni, zatimco vné&jsi je hydrofilni. Vliv HL na povrchové
napéti roztokl je dan jejich amfifilnim charakterem a zaroven tendenci se hromadit na
rozhrani voda — vzduch. Pfi tvorbé pseudomicel hraji dilezitou roli faktory jako koncentrace
roztoku, pH a koncentrace iont kovil, jez maji vliv 1 na to, jak HL ovliviiuji povrchové napéti
latek. VSechny HL studované v této praci prokazaly schopnost ovliviiovat povrchové napéti,
nicméné€ nelze s urcitosti konstatovat, Ze se jedna o opravdové surfaktanty. K ¢emuz dospéli,
jak Klavins a Purmalis [63], tak napi. Conte a spol. [64].

Montoneri a spol. [65] zkoumali HK, konkrétné jejich schopnosti jakozto surfaktantt,
nicméné zaméfili vyzkum i na jejich strukturu. Dospéli k nazoru, Ze HK mohou nahradit
komer¢ni surfaktanty, zajimavé vSak byly 1 studie struktury. Studované HK jsou podle nich
smési  malych molekul s molekulovymi hmotnostmi okolo nékolika tisicl
Da a méné, a makromolekul s molekulovymi hmotnostmi okolo n¢kolika stovek tisici Da.
Velikost makromolekul neni ovlivnéna koncentraci vody, zatimco u malych molekul mutze
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dochazet k agregaci. Stejné vlastnosti analyzovali i Salati a spol. [66] na zakladé
piedpokladu, ze HK se skladaji ze supramolekularnich struktur dvou hydrofobnich frakeci,
obsahujici pfedev§im z uhlovodikovych fetézcti pochazejicich ze segmentd rostlinnych
polymert a hydrofilni frakce sestavajici se zejména z iontovych skupin typu karboxylovych
kyselin, neionogennich polarnich ¢asti jako jsou fenoly, alkoholy, aldehydy, ketony,
amidy a aminy. Z ¢ehoz mize plynout, ze maji amfifilni vlastnosti a tim padem mohou byt
vhodnymi povrchové aktivnimi latkami.

Gamboa a Olea [67] tvrdi, ze pfidavek velmi nizké koncentrace kationtovych surfaktantt
do vodného roztoku HK vyvola velkou zménu povrchovych vlastnosti tohoto ptirodniho
polyelektrolytu. Formace do tutvarti micel se udava pti koncentraci (HK i surfaktantu) hluboko
pod kritickou micelarni koncentraci. Vydedukovali, Ze proces agregace by mohl byt
povazovan za micelizaci indukovanou HK. Na druhé¢ stran€, snizeni povrchového napéti vody
je mnohem vétsi u vodnych roztoktt HK/ surfaktant, nez u roztoki Cistych slozek.
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Obr. 12 Predpoklddand struktura micely HK dle Salati [66]

3.8 Metody studia molekularni organizace a frakcionace HK

Béhem dlouhych let vyzkumu, jeZ se provadi na HK, se zjistilo, Ze charakterizovat tyto sloZité
polydisperzni a heterogenni systémy pomoci jedné analytické metody neni mozné. Z tohoto
diivodu védci zacali vyuzivat kombinace riznych metod, jeZz napomahaji ziskat co
nejpresnéjsi a nejaktudlngjsi vysledky o molekularni organizaci (konformaci) ¢i struktuie HK.

Nukledarni magnetickd rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je metoda zaloZzend na distribuci a chovani
magnetickych momentt urcitych izotopli v magnetickém poli. Principem NMR je interakce
radiofrekvencniho magnetického pole s magnetickymi momenty atoma ve vnéj$im statickém
magnetickém poli. Tuto interakci pfedstavuje absorpce energie stfidavého radiofrekvenéniho
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magnetického pole v jadrech atomi. Obecné miizeme pozorovat tuto absorpci u vsech izotopt
s nenulovym (pfesnéji feceno nevykompenzovanym) magnetickym momentem. Z kvantového
pohledu se jedna nejcastéji o izotopy, jejichz spinové kvantové ¢islo jadra je rovno nasobku
1/2. Pfedevsim v experimentech se mizeme setkat s pouzivanim napf. izotop B¢, F, ®Na
nebo 3P, ale Gasto se pouziva i *H. [68] Zakladem této metody je, Ze b&zné pritomné atomy
uhliku (**C) neinterferuji ve spektrech a tim je podstatné zjednodusuji [69].

zkumavka se vzorkem radiofrekvencni vvsilac
pem— == 1 —
magnet ||/ 4
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"‘: Detektor
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Ovladaci prvek — B,

magnetu

Magnetické pole

Obr. 13 Princip nukledrni magnetické rezonance [70]

Sutton a Spossito [71] ve své studii, kde zkoumali HK za pomoci metody NMR,
podotykaji, ze dle nového pohledu, jsou HL slozeny z rlGznorodych, relativné
nizkomolekularnich slozek tvofici dynamické asociaty, jez jsou stabilizované hydrofobnimi
interakcemi a vodikovymi vazbami. Asociaty jsou pak schopny ve vodném prostiedi vytvofit
micelarni strukturu.

Shirzadi a spol. [72] studovali HK za pomoci pomérné nové techniky NMR — pienosu
saturace s dvojitym rozdilem (Saturation transfer double difference — STDD), ktera se
pouziva naptf. na uréeni interakci pesticidi s HK na molekularni trovni. Stupen
interakce v kazdém NMR pozorovatelném jadie lze kvantifikovat ve formé epitopové mapy,
ktera znazornuje mechanismus interakce pesticidu s HK. Jejich vysledky ukazaly, ze pii pH 7,
atomy halogenu (F a Cl) ve vodé rozpustnych pesticidech (diflufenzopyr,
acifluorfen a chlorsulfuron) hraji dominantni roli v ovliviiovani vazby HK, pficemz
karboxylové skupiny pravdépodobné hraji sekundarni roli, pokud jsou atomy halogenu také
piitomné v molekule. Elektronegativita a elektronové hustoty se zda hraji klicovou
roli v mechanismu vazby a vysledky naznacuji, Ze polarni vazby jsou primarni mista, kde
dochazi ke kontaktu HK s pesticidy. Interakce mohou zahrnovat vodikové vazby a dipdl —
dipol interakce.
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Longstaffe a spol. [73] zkoumali za pomoci metody reverzni heteronuklearni saturace
pienosu rozdilu (Reverse Heteronuclear Saturation Transfer Difference -RHSTD) NMR
vztah mezi pH roztoku a distribuci vazebnych interakci v riznych doménach rozpusténych
HK pro tii xenobiotika: pentafluoroaniline (PFA), pentafluorfenyl (PFP) a hexafluorobenzen
(HFB). Pfi nizkém pH, PFA a PFB interaguji piedev§im s aromatickymi slozkami HK, se
zvySujici pH dochazi k poklesu interakce. Naopak HFB interaguje se vSemi slozkami HK
stejné v celém rozsahu pH. Bylo prokazano, ze m — m interakce & — elektronu, jez prebira HK
struktura jsou o néco siln¢jsi u PFA a PFB nez u HFB. Za pouziti spektroskopie fizené difuze
(Diffusion Ordered Spectroscopy — DOSY) NMR se ukazalo, ze pH zavislost interakci
koreluje se zménami v konformaci sacharidovych slozek HK spi§ neZz aromatickych. Dle
jejich nazoru, pozorovana preference pro aromatické HK je zpisobena omezenym piistupem
k nearomatickym slozkdm HK pfi nizkém pH. Tyto slozky HK tvofi tésné vazajici se
hydrofobni domény kvili silnym inter— a intramolekularnim vodikovym vazbam. Pti
vysokém pH se tyto struktury oteviraji, ¢imZz se stavaji vice dostupné pro
interakce s polarnimi slou¢eninami.

Gelova permeacni chromatografie

Casto se pro studium HL vyuzivd vyluCovaci chromatografie (Size Exclusion
Chromatography — SEC). [69] SEC je termin nedavno zavedeny pro metodu, ktera byla vice
nez 30 let pouzivana pod nazvem gelova permeaéni chromatografie (Gel Permeation
Chromatography — GPC). [74] Pomoci GPC je mozné separovat jakékoliv molekuly, které se
1181 svymi rozméry, pokud se dobfe rozpoustéji v nékterém rozpoustédle. Nejvétsi vyhodou
GPC je, Ze separace zavisi pouze na velikosti molekul studovaného materidlu a téméf viibec
ne na chemické povaze, coz neplati pro absorpéni ¢i rozdélovaci chromatografii. [75]

Metoda SEC muze probihat za zvySeného (High Pressure Size Exclusion
Chromatography — HPSEC) i snizeného (Low Pressure Size Exclusion Chromatography —
LPSEC) tlaku.[69] Tato metoda dnes velmi vyrazn¢ dominuje mezi postupy pouzivanymi ke
stanoveni distribuci molarnich hmotnosti. Vzorek polydisperzniho polymeru je promyvan
kolonou, naplnénou poréznimi kuli¢kami s uniformni velikosti pori, a déli se na slozky podle
velikosti molekul. Stény port musi byt inertni tak, aby se na nich makromolekuly
neadsorbovaly. Zvlastnosti ovSem je, Ze jak poéry, tak prostory mezi zrny ndplné jsou
naplnény tymz rozpoustédlem, kterého se pouziva i k eluci nastiknutého vzorku. [76]

27



Smeér toku

o

(Y ) Molekuly vetsi nez nejvétsi pory nabobtnalych ¢astic gelu
Molekuly dostate¢né malé, aby mohly projit pres ¢astice gelu
P ——\l Castice gelu
\
&

Obr. 14 Separace molekul vzorkii prochdzejicich chromatografickou kolonou [77]

Velmi ¢asto pouzivaji pii studiu HL metodu SEC autofi studii [46, 47, 78, 79], napf.
Nebioso a Piccolo [79] identifikovali frakce HL za pomoci HPSEC. Jejich vysledky
byly v souladu se supramolekularnim konceptem. Zjistili, ze hydrofobni slouceniny se
vyskytovaly predevSim v nejvétsi velikostni frakci, zatimco hydrofilni slozky byly
eluovany v nejmensi  velikostni ~ frakci. Dale vysledky ukazaly, ze HL jsou
slozeny z heterogennich molekul nahodné se spojujicich v zavislosti na velikosti, tvaru,
chemické afinit¢, hydrofobicit¢ a strukturalni charakterizace jednotlivych molekul.
Problematické jsou vsak silné mezimolekulové interakce stabilizujici jejich supramolekularni
asoclace.

Trubetskaya a spol. [80] studovali frakce HK podle jejich hydrofobnosti za pomoci metody

molekulovou hmotnosti (MH) jsou v podstaté vice hydrofobni neZ frakce B, ktera vykazovala
sttedni hodnoty EM a MH. Nejnizsi hydrofobicitu zaznamenali u frakci C a D s nejvyssi EM
a nejniz§i MH. Tyto vlastnosti pfisuzuji tomu, ze nejvice hydrofilni aromatické frakce C a D
se zdaji byt vazany k ostatnim vétSinou alifatickym hydrofobnim frakcim A a B
prostiednictvim nekovalentni (mozné vodikové) vazby.

Trubetskoi a Trubetskaya [49] vyuzivali znovu metodu RP — HPLC ke studiu hydrofobnosti
pudnich HK a jejich stabilnich elektroforetickych frakci A, B, C + D pfedbézné ptipravenych
kombinaci gelové permeacni chromatografie na Sephadexu a polyakrylamidové gelové
elektroforézy. V obou vzorcich HK riizné geneze a frakce A o vétsi molekulové hmotnosti
byly nejvice hydrofobni. Frakce C+D nejmensi velikosti molekul byly nejvice hydrofilni.
Frakce B o stiedni molekulové velikosti vykazovala stiedni hodnoty. Pouzitim RP — HPLC
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umoznilo poprvé detekci hydrofobni elektroforetické frakce A s nejvétSimi velikostmi
molekul  slozenych  pfevazné¢ z  alifatickych  dlouhych  fetézcii  uhlovodika,
bilkovin a fragmentd ptidnich HK.
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Obr. 15 Separace molekul na povrch materialu Sephadex [81]

Wang a spol. [82] vyuzili metodu kapalinové chromatografie hydrofilnich interakci
(Hydrophilic interaction liquid chromatography — HILIC) pro méteni kompozice (slozeni)
vzorkii HL odebranych z fteky, ptehrady a Cdisticky odpadnich vod na zdkladé jejich
fyzikaln€ — chemickych vlastnosti. Méfeni poskytlo zajimavé vysledky jako napt., Ze podil
karboxylovych skupin HL pozemniho plvodu je méné¢ nez polovi¢ni, oproti HL
obsazenych v Cisticce  odpadnich  vod. Vys$§i obsah bazickych sloucenin byl
pozorovan U HL z odpadnich vod a piehrady, neZ v ptipadé vzorku z feky. U HL z teky
(Loire) byl nalezen vétsi podil hydrofobnich makromolekul, nez wu vétSiny
vzorkt a HL (z odpadni vody) obsahovaly méné iontovych neutralnich sloucenin, nez ve

vodach z pozemniho plivodu. Vzorek HK z teky Suwannee byl prokdzan jako nejvice
homogenni.

Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektroskopie

Celd tada metod pouzivajici se, jak uz k objasnéni sekundarni struktury, tak napf.
konformac¢niho uspotfadani HL, skytd fadu omezeni a piekazek, jez stézuji charakterizaci
téchto slozitych systéml. Mnohdy se jedna o problémy spojené s limitem koncentrace roztoki
HL, u chromatografickych metod mutze nastat problém s mobilni fazi, problémem muze
byt I napt. heterogenita HL. A praveé z toho duvodu je pfi studiu HL ¢asto vyuzivana metoda
vysoce rozliSovaci ultrazvukové spektroskopie (High resolution ultrasonic spectroscopy —
HRUS), ktera tyto omezeni nevykazuje. [83]

HRUS je pomérmné nova technika pro materidlovou analyzu zaloZena na méfeni parametrii
ultrazvukové viny Sifici se pfes vzorek. CoZ umoziiuje pfimé a nedestruktivni meéfeni
vnitinich vlastnosti materialti, bez toho aby se tvofili derivaty ¢i se zménil jejich stav. Velkou
vyhodou pouziti HRUS je, ze analyzovany vzorek miize byt vysoce zbarveny, nebo dokonce
neprithledny svétlu.
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Princip metody spoc¢iva v tom, Ze po prachodu ultrazvukové viny vzorkem se méti rychlost
a utlum ultrazvukové viny zpisobeny interakci zvuku se slozkami vzorku. Nejcastéji dochazi
k méfeni tlumeni zvuku, jelikoz zde neni zavislost na teploté¢ a jednd se o nejjednodussi
zpusob. Utlum a rychlost jsou citlivé na zmény v intermolekularni interakci a molekularni
organizaci. [84]

Kucerik a spol. [85] studovali termodynamickou stabilitu HK za pomoci HRUS pii
teplotnim rozmezi 5 az 90 °C. M¢éteni prokazalo n€kolik ptechodu, které Ize vysvétli tim, ze
dochazi k oslabeni sekundarni struktury HK. Poté byly provedeny experimenty, kde byl
vzorek HK modifikovan ptidavkem HCI, coz vedlo k tomu, ze zde se struktura HK mirné
stabilizovala. Autofi prace se tedy domnivaji, ze huminové micely jako subagregaty, vytvareji
sestavy otevienych vrstev, jeZ jsou snadno pfistupné pro interakci s cizi molekulou.
Klucakova a kol. [86] méftili ultrazvukovou rychlost, Gtlum, a hustotu pouzitych huminovych
soli za ucelem studia konformac¢nich zmén v roztocich HK (NaCl a NaOH) pfi riiznych
hodnotach pH. Dle jejich vyzkumu se ¢astice ve zfedénych a koncentrovanych roztocich sold
HK organizuji odliSnym zpisobem. Navic experimenty potvrdily, Ze chemické slozeni HK,
ale 1 prostiedi siln¢ ovliviluji to, jak se molekuly HK ve vodnych roztocich organizuji.

Dynamicky rozptyl svétla
Princip metody je podrobné uveden v kapitole 4. 5. 5.

Cilem prace Esfahani a spol. [87] bylo prozkoumat agregaci HK za podminek nizké
konduktivity, dale provadély laboratorni studie simulace vzorki z prostfedi ptfirodnich vod,
ale 1 skutecnych vzorkli odebranych z piirodnich vod. Za pomoci metody dynamického
rozptylu svétla (Dynamic light scattering — DLS) ziskaly intenzitni a objemové distribuce
velikosti Castic. Agregaty nasledn¢ rozdélili do tfi skupin: 10 — 100 nm, 100 — 1000 nm
a>1um. Predpokladaji, ze jednotlivé biomakromolekuly a agregaty mezi 10 nm a 1 um jsou
prekurzory pro tvorbu velkych 5 um &éstic. Supramikronové velikosti ¢astic se tvofily,
rozpadaly a znovu vytvofili v turbulentnich/ klidovych cyklech v pfitomnosti azidu sodné¢ho
indukujiciho reverzibilni samouspotfadani. Analyza zeta potencidlu ukazala, Ze koloidni
stabilita se zvySuje s koncentraci. DLS studie realnych odebranych vzorkdi vod se
shodovaly s témi simulovanymi laboratornimi vzorky. Nicméné pfistrojové vybaveni DLS je
schopno zaznamenat pouze velikosti ¢astic v rozmezi 0,6 nm —6 um, takze nelze vyloudit
pfitomnost agregat o velikosti nad 6 um. Klucdakovad a Kalina [88] rozdélili HK do nékolika
frakci prostiednictvim jejich rozpusténi v pufrech s riznymi hodnotami pH. Ziskané
huminové frakce charakterizovali s ohledem na jejich slozeni, strukturu, velikost
¢astic a nabojl. Dle jejich ocekavani, frakce ziskané postupnym rozpousténi byly rtiznorodé;jsi
nezZ ty pfipravené postupnou extrakci. Frakce ziskané pfi nizSich hodnotach pH obsahovaly
vy$$i mnozstvi aromatickych a karboxylovych skupin, zatimco ty, které se extrahuji pfi
vyssich hodnotach pH byly bohaté na alifatické a/nebo peptidové skupin. Frakce extrahované
v blizkosti neutralniho pH vykazovaly specifické vlastnosti. Dle autorti ¢lanku mohou slabsi
karboxylové skupiny v méné kyselych roztocich disociovat a tim se mohou rozpoustét dalsi
aromatické frakce. Konformacni zmény a proces deagregace se liSili od frakciona¢niho
procesu a koncentrace zkoumanych vzorkli. Pro nékteré méné koncentrované roztoky
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huminovych frakci byly ziskdny bimodalni distribuce velikosti castic a vyS§i hodnoty
polydisperzity.

3.8.1 Ostatni metody a kombinace

Chernysheva a Badun [89] se snazili odhalit interferenci HL a globularnich proteini
(albumin, lysozym) a jejich rozdéleni v systému voda/organicka kapalina. Dale studovali
adsorpci na rozhrani kapalina/kapalina jakozto modelu interakci pfirodni organické
hmoty s proteiny v pfirodé na hydrofilnich/hydrofobnich povrSich. Vyuzivali metodu
radioaktivni stopovaci latky vcetné aktivace tepelnym tritiem a scintilaéni faze metody, dale
DLS a optickou mikroskopii. Vysledky naznacuji, Ze v obou piipadech, HK a proteinu se
jedna o zaporné nabité latky (HK — albumin smés), pfi¢emz mechanismus interakce mezi nimi
v objemu vody a na rozhrani kapalina/kapalina je fizen koncentraci HK. Pfi nizkych
koncentracich HK, volny protein zabrafiuje adsorpci na rozhrani kapalina/kapalina a jejimu
ptechodu do organické faze a to diky coulombické repulzi. Pfi vysoké koncentraci HK,
dochazi k tvorbé hydrofilnich komplext diky elektrostatickému pfitahovani mezi kladné
nabity zbytek aminokyseliny a hydrofobni interakce. V pfiipadé smési HK — lysozym,
interakce mezi proteinem a HK je opatiena elektrostatickou pfitazlivosti, coz zajistuje vySsi
hydrofobicita smési HK — lysozym ve srovnani se samostatnou HK. ZvySeni koncentrace HK
ma za nasledek Castecné nabiti konjugitu, které vede ke snizeni mnozstvi lysozymu na
rozhrani.

WU a spol. [90] ve své praci zkoumali za pouziti HPLC a RP —HPLC s online 3D
excitaén¢ emisni matrici k detekci fluorescence HL v zavislosti na jejich velikosti a polarité.
Studovali FK, HK a pfirodni organickou hmotu (NOM). V piipadé NOM byly zjistény
rozdily v maximdlni fluorescenci tim, jak se NOM chromatograficky délila na zakladé
velikosti a polarity. Obecné dochazelo k silnym zavislostem mezi velikosti, fluorescenénim
obrazem a polaritou. HK, FK a frakce proteinového charakteru vykazovaly zietelny
hydrofilni/hydrofobni charakter. Vysledky taky naznacili, Ze HPSEC je lepsi pouzit pro
charakteristiku hlavné FK a mensich frakci HL, ale pro vétsi frakce a HK, jelikoz se silné
adsorbuji na HPSEC kolonu diky jejich hydrofobnim charakteru.

Gao a spol. [91] vyuzivali metodu DLS a FT — IR spektroskopii, aby prozkoumali ion
adsorp¢ni chovani na montmorillonitu a jeho smési s HK, za G¢elem rozlozeni kompozitni
struktury a tvorby mechanismu. Zjistili nizkou afinitu HK k iontu a vysvétluji to tim, ze
kinetika agregace montmorillonitu je vyznamné inhibovéna tvorbou slougeniny s HK. Ca”*
ionty adsorbuji na smés HK a montmorillonitu, dochazi k tvorbé sendvicovitych struktur, kde
Ca®* ionty se nachéazeji uprostied struktury a plni stabilizaéni funkci. Navic v prib&hu tvorby
slou€eniny dochazi ke konformaénim pfechodiim u karboxylovych skupin HK.

Ikeya a spol. [92] studovali slozeni HK s rGznou mirou humifikace, jenz byly
izolované z deseti béznych pid Japonska za pomoci ion cyklon rezonancni hmotnostni
spektrometrie (za pouziti ionizace elektrosprejem a Fourierovy transformace). Zvlastni
pozornost vénovali polyjadernym aromatickym uhlovodikim, které jsou spojené s odolnosti
HL proti biodegradaci v padé. Analyza FTIR CR—MS ukazala, Ze HK z rlznych pid
obsahovaly ¢etné¢ molekuldrni vzorce obsahujici dusikaté slouceniny v oblasti molekuly, ktera
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zahrnuje alifatické struktury a struktury podobné proteinim. Ve velké mife byly
zastoupeny i sacharidy. Dale bylo zjisténo, Ze pocet a suma piki patficich slouc¢eninam
podobnym ligninu klesd se zvySujici se mirou humifikace, kterd nastane diive pro vétsi
slouc¢eniny. Naopak pocet a suma pikti patfici kondenzovanym aromatickym slou¢eninam se
zvysuje se zvysujicim se stupni humifikace. HK z Andosolové piidy jsou bohaté na
kondenzované aromatické slouceniny, ale chudé na ty, které
souviseji s biomolekulami. K tomu dochazi pravdépodobné proto, ze HK maji vekou
prilezitost k strukturdlnim zménam v ramci stabilni akumulace diky silné interakce na amorfni
hlininito — kfemicité mineraly apod.

Arenella a spol.(2014) [93] vyhodnocovali u¢ineck HL na identifikaci modelu
proteinil S riznymi vlastnostmi, jako napf. myoglobinu, glukosidazy a P — glukosidazy za
pomoci elektroforézy, ESI a MALDI hmotnostni spektroskopie (MS). Prokazali, ze kontakt
mezi proetiny a HL nezméni elektroforetickou pohyblivost, ale zptsobi modifikaci proteinu,
coz ovlivnilo charakterizaci proteinu u MS. Pokles parametrii pii identifikaci proteinu byl
ziejménj$i  pro  myoglobin nez v  pfipad¢ glukosiddzy a B — glukosidazy,
pravdépodobné v disledku jeho niz8i molekulové hmotnosti a méné slozité molekularni
struktury. Analyza dat z MS ukazala, Ze za pozorované odliSnosti po kontaktu HL s proteiny
mohou byt zodpovédné hydrofobni interakce.

Vaz Jr. a spol. [94] se snazili zmapovat dopad antibiotik tetracyklini, jez se
pouzivaji v primyslu skotu pro 1écbu onemocnéni a pro podporu rlstu zvifat na zivotni
prostiedi, pfedev§im na tropickou ptdu v Brazilii. Vyuzili sorpci a interakci na molekularni
urovni oxytetracyklinu s HK extrahovanou z ptdy. Pfi studiu pouzivali techniky jako jsou B¢
NMR, elementarni analyzu, elektronovou paramagnetickou rezonanci pro charakterizaci
HK a Infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci, UV — VIS spektroskopii pro
studium molekularni interakce a jejich mechanismul. Interakce
probihaly v kyselém i alkalickém prostiedi, rozmezi hodnot pH bylo od 3,01 do 8,3.
Interakéni mechanismy byly zéavislé na PH a vykazovaly hydrofobni interakce (vodikové
vazby) a slabé interakce pienosu protont. Popsané chovani se odliSovalo od chovani HK
mirného pasma a autofi naznacuji, Ze zbytky antibiotik by mohly dosdhnout podzemnich vod.

3.9 Frakcionace HK

Pro charakterizaci makromolekul a ¢astic existuje cela fada metod zaloZena na riznych
principech, které zpravidla poskytuji spolehlivé vysledky v pfipadé jednoduchych
vzorkl s izkou distribuci vlastnosti, zatimco v piipadé slozitych smési se ucinnost téchto
metod snizuje. Studium polydisperznich smési makromolekul a ¢astic vyZaduje zpravidla jako
klicovy krok separaci, ktera tyto vzorky zjednodus$i rozdélenim vhodné pro dalsi
analyzu a méfeni.

HK jsou heterogenni systémy, jez se po frakcionaci na celky s podobnymi vlastnostmi,
stanou meéné slozitymi pro naslednou charakterizaci za pomoci pfisluSnych analytickych
metod. [95, 96]

Obecné frakcionovat HK, ale neni Upln€ jednoduché. Neméné narocné je téz ziskat
informace o tom, jak a ¢im takovou frakcionaci provést nejlépe.
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Ve skuteénosti dle Stenson [96] frakcionace HL na jednotlivé molekuly muze obecné
snizovat kone¢ny cil poskytovat reprodukovatelné vysledky, které umozni srovnani mezi
vzorky HL, jez miizou poskytnout voditka k celkovému strukturdlnimu a funkénimu slozeni
kazdého vzorku. Samoziejmée nejvétsSim kamenem turazu frakcionace je ohromna slozitost HL.

Naptiklad vysledky separace za pomoci RP — HPLC vétSinou poskytnou kontinualni spise
nevyrazné piky. Totéz plati pro gelovou permeacni chromatografii, vylu¢ovaci chromatografii
i v pfipadé chromatografie s imobilizovanym kovem. Whelan a spol. [97] se podafilo ziskat
alespon uspokojivé vysledky dosazené RP — HPLC s linedrnimi gradienty (ziskané pres
iontové parovani).

Dalsi ptekazkou jsou detektory, které neposkytuji zrovna univerzalni a uspokojivé
informace. Casto se stava, ze odligné detektory ukazuji zcela odlisné chromatogramy pro
stejny huminovy material, coz je jev, ktery se muze n¢kdy s vyhodou pouzit. [98, 99]
Dokonce relativné citlivé detektory jako 3D excitatné — emisni matricovy fluorescenéni
obvykle odhali pouze jemné rozdily. [90] Nemoznost pouziti vétSiny detektori, jenz maji
poskytnout konkrétni informace o molekularnich rozdilech mezi jednotlivymi huminovymi
frakcemi, je nevyhoda, kterd se pfekonalavyuzitim metody HRUS ¢i FTI - CR MS. FT1 -CR
MS fesi otazku jednotlivych iontl a poskytuje informace o molekularni Grovni. I kdyZ pro
FTI-CR MS nepfedstavuje komplexita sama o sob& problém, piekryvani izomerti, nebo
slozitost uvnitf n¢jaké dané hmotnosti, uz problém predstavuji. Tento jev brani ziskdni
tandemovych hmotnostnich spektralnich dat, jez by daly informace 0 struktufe. Hmotnostni
spektrometrie vyzaduje individudlni ionty (a nésledné jejich fragmenty), které maji byt
izolovany v hmotnostnim spektrometru. Huminové ionty jsou piili§ tésné€ u sebe, aby mohla
byt provedena tato izolace. [96]

Ptesto vSechno nejCastéjsi metodou pro frakcionaci HL zlstava velikostné vylucovaci
chromatografie. Pouzitim HPSEC byly pfekonany problémy zptsobené sekundarni interakci
HL s materidlem kolony, nicméné potad zde vyvstavaji problémy se zafizenim pouZivajici se
na detekci (UV — absorpce, fluorescence, ICP — MS), které maji rizné nedostatky jako napf.
detek¢ni limity, Sum signalu apod. [74] Proto Franke a spol. [100] se snazili prozkoumat
moznost pouziti radioaktivniho zna¢eni v HPSEC. Kromé znaéeni hlavniho uhlikového
retézce HL, sledovali interakci HL s hlinikem. Vzhledem k absenci vhodného hlinikového
izotopu pouzili *'In jako nahradu. Vysledky ukazaly, 7e radioaktivni dvojité znaceni mize
byt v HPSEC uzite¢nym nastroje.

Kapilarni elektroforéza (CE) je metoda, ktera umoZiiuje elektroforetickou separaci malych
molekul, polymerti, makromolekul, koloidii az k nanocasticim, bakteriim, virim v rtznych
moddech separace za pouZiti nevodnych a vodnych tlumivych roztoki v riznych kapilarnich
kolonach. Kombinace CE a hmotnostni spektroskopie poskytuje velmi univerzalni analyticky
systém. Kromé toho, pouziti ionizace pomoci elektrospreje (ESI— MS) umoznilo detekéni
limity az k pikomoli pro jednotlivé komponenty, coz vyuzil ve své studii pfirodni organické
hmoty (HL) i Schmitt-Kopplin  [101], ktery tvrdi, 2ze kombinace kapilarni
elektroforézy a preparativni volné elektroforézy jest¢ v kombinaci s online a offline MS
otevird nové moznosti v chapani chemické struktury a chovani v roztoku pfirodni organické
hmoty.
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Frakcionace molekulovych hmotnosti Suwannee river FK (SRFA) a pie¢isténych HK
Aldrich (PAHA) provedli autofi za pomoci adsorpce na kaolinit a hematit. Pfi studiu vyuzili
také metodu SEC s UV detekci. Zjistili, ze vyssi frakce FK a vodni HL byly pfednostné
absorbovany jak na kaolinit, tak na hematit, zatimco piecisténé HK a pozemni HL se liSily pro
oba mineraly. Autofi studie to vysvétluji tim, ze jedna z moznosti, pro¢ dochdzi k témto
rozdilim je, ze u sorpci na kaolinit se ocekdva vysSi podil hydrofobnich interakei
nez U hematitu.

3.10 Aplikaéni moZnosti HK

HK maji nedefinované chemické slozeni (strukturu), které se lisi v zavislosti na ptvodu,
procesu ziskani a funkcnich skupinach ptitomnych v jejich strukturach jako jsou chinony,
fenoly a karboxylové kyseliny. Chinony jsou zodpovédné za tvorbu reaktivnich forem kysliku
v HK, ¢imZz jsou wuzitené pro hojeni ran a maji fungicidni/baktericidni ucinky.
Fenoly a karboxylové kyseliny zpusobuji deprotonaci v neutralnich a zasaditych médiich,
ovSem maji i dal§i uzitetné vlastnosti jako napf. antioxidacni a protizanétivé vlastnosti.
Zejména ptitomnost fenolickych skupin v HK zptisobuji antioxida¢ni vlastnosti tim, Ze dokazi
zachycovat volné radikaly. Vzhledem k jejich amfifilni povaze HK tvoii struktury podobné
micelam v neutralnim a kyselém prostiedi, jez jsou uzite¢né v zemédelstvi, ndprave znecisténi
zivotniho prostfedi, medicing a vyvoje 1éku. [24]

Medicina

Huminové kyseliny disponuji s piekvapivé Sirokou skalou prospéSnych biologickych tcinki,
které nasly Siroké uplatnéni napt. v lazenstvi. [102] U mnoha HK byla pozorovana antivirova
aktivita proti mnoha viriim jako je naptiklad cytomegalovirus (CMV), virim vakcin, lidskym
imunodeficientnim viram typu 1 (HIV-1) a typu 2 (HIV-2). [103, 104, 105] Molekuly HK
majici zaporny naboj v neutralnich a bazickych médiich, mohou tedy inhibovat replikaci viru
vazbou kationtovych domen vird, coZ je nezbytnost pro upevnéni viru na povrch bunék. [104]

Anti — HIV aktivita téchto latek byla prokdzana potvrzenim inhibice infek¢nosti lidskych
lymfocytll in vitro, kromé& toho bylo prokazano blokovéani tvorby syncitia (soubuni) mezi
infikovanymi a neinfikovanymi lymfocyty. [106]

van Rensburg a Naude [107] prokazali, ze humat draselny potlacuje tvorbu zanétlivych
cytokini (TNF-a, IL-1p, IL-6) diky jeho vazebnym vlastnostem.

Bylo pozorovano, ze HK jsou inhibitory mutageneze, ¢ili vykazuji antimutagenni aktivitu,
ktera blokuje proces mutageneze uvnitf bun€k a mutagenni aktivitu, ktera inhibuje
mutagenezi mimo bun¢k. [46]

Schopnost HK vazat kovy byla zkoumana v medicinské studii Litvin a Minaev [108].
Zkouseli syntetizovat nanocastice stiibra potazené syntetickou HK pomoci elektrostatickych
interakci k tomu, aby byla ziskana biologicky aktivni latka pro lékatské aplikace. Bylo
prokdzéano, ze HK maji schopnost stabilizovat stfibrné nanoc¢astice pies odpudivé sily po dobu
jednoho roku. Kromé toho vykazuji schopnosti zvysit antibakteridlni vlastnosti stfibrnych
nanocastic, coZ znaci, Ze maji velky potencial pro pifipravu léciv.
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Dle Jurscik [109] HK mohou mit pozitivni vliv na hojeni ran a 1é¢bu rakoviny. Proces
hojeni vyzaduje zvlastni piidavek kysliku. Lidské télo ma tento pozadavek ihned v prvni
minut¢ po zranéni v duasledku fagocytdzy, hlavni udalosti pfi procesu hojeni ran, coz
spotfebuje mnozstvi kysliku. Semichinony jsou schopny produkovat latky poskytujici kyslik
prostiednictvim riznych mechanismti. V pfitomnosti molekuldrniho kysliku vyrabéji
semichinony superoxidové ionty, které jsou prevedeny na peroxid vodiku v pfitomnosti
superoxiddismutazy. Hyperoxidové ionty produkuji hydroxylové radikdly pomoci
reakce s piechodovymi kovy nebo peroxidem vodiku. Chinony jsou Siroce studovany v 1é¢bé
rakoviny, protoze latky obsahujici kyslik jsou pfic¢inou oxidac¢niho stredu a indukuji apoptoézu
v rakovinnych bunkach pomoci DNA fragmentace a mizou se chovat jako intracelularni
signaly apoptozové kaskddy. Kromé toho chinony zasahuji i pfimo do apoptozy
normalnich a nadorovych bunék v zavislosti na koncentraci. [110, 111, 112, 113, 114]

Studie zahrnujici kosmetické a farmaceutické aplikace existuji zatim v malém mnoZstvi.
Ovsem HK vykazuji vlastnosti, které jsou zajimavé pro mnoho aplikaci v prevenci nebo
l1é¢eni raznych nemoci. HK v pfirozené¢ podobé mohou byt pouzity v produktech na ochranu
pted slune¢nim zatenim, proti starnuti a v péci o plet obecné vzhledem k jejich schopnosti
absorbovat zafeni v UV oblasti. [24]

Klocking a spol. [115] studovali potencial HK aplikovanych do rtének, kde by zabranovaly
reaktivaci viru herpes simplex UV svétlem. Déle byla zkoumdna antivirova aktivita
HK v kosmetice, kde byly soucasti pletové masky pouZzivajici se pro prevenci viroveé
reaktivaci po chemickém oSetfeni obliceje.

Martini a spol. [116] syntetizovali komplexy p-karotenu a HK, aby zvysili rozpustnost /-
karotenu ve vodé. Tyto karotenoidy vykazuji vyznamnou biologickou aktivitu, vcetné
antioxidacnich vlastnosti, jakozto prekurzory vitaminu A. Bohuzel jsou hydrofobni, coz
omezuje jejich pouziti v farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském oboru. Autofi
dokazali, Ze rozpustnost ve vod¢ f-karotenu byla vyrazné zvysena komplexaci s HK a jeho
stabilita vii€i svételnym zafenim se zlepsila o piiblizné 60 %.

Ghosal a Khanna a spol. [117, 118] vyvinuli dopravni systémy HK pro uéinné latky
(farmaceutické, nutricni a kosmetické) s nizkou rozpustnosti. Tyto systémy tvoii komplexy
mezi HK a 1éky tvotici hydrofobni vazby, kovalentni vazby nebo chelatace. Jsou schopny
zvySovat rozpustnost 1é¢iva, propustnost a biologickou dostupnost. Proto jsou HK slibné
matice pro zabudovani bioaktivnich slozek v nano- a mikrostrukturéch.

Surfaktanty

Diky schopnosti HL tvofit micelarni tvary ve vodném prostiedi, se HL jevi jako potencidlni
piirodni surfaktanty, ¢ili latky ménici povrchové napéti, vlastnosti jez se hojn€ vyuziva napf.
u detergentd.

Conte a spol. [64] studovali HL jako pfipadné nahrady syntetickych surfaktantii. Syntetické
povrchové aktivni latky jako je napiiklad dodecylsiran sodny (SDS) a Triton X-100 (TX100)
jsou ucinné latky pouZzivajici se na ¢isténi piid, nicméné problém je, ze vykazuji biologickou
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toxicitu. Autofi studie dokézali, Ze roztok HK muize byt pouzit na promyvani kontaminované
zeminy se stejnou Ucinnosti jako u syntetickych povrchové aktivnich latek.

HK se pouzivaji jako povrchové aktivni latky 1 v textilnim pramyslu konkrétné
napf. V barveni, kde se snazi zvysit rozpustnost barvy, nebo jako stabilizatory dispergovaného
stavu ¢i zajiSténi rovnomérného rozlozeni barviva v textiliich. Hlavnim problémem v oblasti
barveni textilii je velké mnozstvi odpadnich vod z primyslu, které obsahuji vysokou
koncentraci barviva, ale také povrchové aktivnich latek, coz miize byt nebezpecné z hlediska
toxicity. Pravé =z tohoto davodu se zavadi vyvoj novych materiald tzv.
biosurfaktant S nizkym dopadem na Zivotni prostiedi. [66] Nedavné studie
(Montoneriaspol. [119], Savarino a spol. [120]) testovani schopnosti HK,
extrahovanych z biomasy, nahrazovat povrchové aktivni latky se zdaji byt ptiznivé. Dale bylo
zjisténo, ze HK mohou byt pouzity jako nahrady syntetickych PAL u detergentl tkanin.
Detergentni vlastnosti extraktl HK byly porovnavany se syntetickymi napi. (SDS). Bavinéné
vzorky byly macené v roztoku oleje (hexadekan) s barvicim prostfedkem nebo standardni
textilie zneCiSténé sazemi mineralnimi oleji. Vyhodnocovali procento odstranéného
oleje a zrcadlovou reflektanci zneciSténych a promyvanych vzorkd. Stejné jako syntetické
SDS, nevykazovaly vzorky Zadné rozdily pokud se jedna o intenzitu nebo jednotnost barvy.
Nicméné néktefi autofi (Garcia Becerra a spol. [121]) poukazuji na potencialni Zloutnuti
substratu po jeho kontaktu s HK. OvSsem Savarino a kol. [122] podotykaji, Ze se Zloutnuti
neprokazalo byti tak znacné.

Odstraifiovani znecisténi Zivotniho prostiedi

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou znecistujicimi latkami mnoha pfirodnich
prostiedi vcetné prostiedi moti. V disledku jejich toxickych vlastnosti vzbuzuji obavy
ohledn¢ zdravi lidi a ekosystémui. A¢koliv podléhaji mnoha procesiim, kterymi je 1ze odstranit
jako napf. foto-oxidace, biodegradace zde hraje dominantni roli. Nicméné&, bez ohledu na to,
ze existuji bakterie s vlastni metabolickou drahou, jez dokaZzou PAU pftirozené degradovat, je
porad vyskyt téchto polutantl hojny. Z ¢asti je to diky jejich nizké biologické dostupnosti, coz
znamena, ze se vyskytuji ve form¢, ke které nejsou schopny bakterie ziskat ptistup.

Smith a spol. [123] zkoumali HK jakozto potencialni nosi¢e PAU sloucenin, které by
zvysily biologickou dostupnost téchto latek bakteriim pro ptfipadnou degradaci. Provadéli
fizené degradacni experimenty vyuzivajici mikrokrystalicky fenanthren, bakterie rodu
Sphingomonas sp. LH162. Byly provedeny, jak experimenty s HK, tak bez nich, aby mohlo
byt provedeno porovnani. Pfi absenci HK, byl fenanthren pfitomen pofdd v maximalni
koncentraci a nedochazelo ke =zvétSeni dostupnosti pro degradacni bakterie,
avSak Vv ptitomnosti HK dochézelo ke zvétSeni degradace tohoto potencidlniho polutantu.

Mezi dalsi polutanty, jez znecist'uji zivotni prostfedi, patii toxické tézké kovy. Jelikoz jsou
HK vSudypfitomné v puadé, sedimentech a vodnich prostfedich, pfichazeji do styku
praveé S témito polutanty a mohou ovlivilovat pfemény, pienos a osud tézkych
kovil v Zivotnim prostfedi. Znalost mechanismi sorpci iontl tézkych kovii na HK je nezbytna
pro posouzeni jejich vlivu na Zivotni prostfedi a zdravotnich rizik. Jenomze diky nejasné
struktufe, rozdilnym vlastnostem HK a pestrosti podminek Zivotniho prostiedi (teplota, pH,
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iontové sile apod.) jsou zptisoby chovani HK v piitomnosti té¢zkych kovl nadale ne uplné
popsang.

Burlakovs a kol. [124] studovali moznosti vyuziti HK jako ¢inidla pro sanaci zivotniho
prostiedi kontaminovaného tezkymi kovy. Nejvice se HK, jakozto sana¢ni ¢inidla, osvédcily
u biologicky dostupné médi a olova. Kontaminované hlinitopiscCité a piscité ptdy vystavené
pusobeni HL pfeménily kovy na biologicky nedostupné stabilni formy a snizily mnozstvi
volné pfendsenych iontu.

3.11 Uloha HL v p¥irodé

Jakozto chemické slouCeniny, mohou mit HL, at’" uz pozitivni, tak negativni, dopad na
organismy, které s nimi pfijdou do styku. Znalosti ohledné toho, jaky je vliv HL na organismy
jsou potad neuplné. V mnoha piipadech HL pouze moduluji biologickou dostupnost zivin,
nebo potlacuji patogeny. Z toho vyplyva, ze U¢inky HL na organismy jsou prozatim
povaZovany vice ¢i méné za nepiimé. Jednim z divodi, pro¢ jsou nepiimé je, Ze HL jsou
prozatim povazovany za piili§ velké molekuly, aby mohly proniknout biomembranami. [74]

Pflugmacher a spol. [125] silné u¢inky ptirodnich a syntetickych HL na enzymovy systém,
coz vyvolava potlaceni fotosyntetické aktivity dvou béZnych vodnich rostlin Ceratophyllum
demersum and Vesicularia dubyana. Efekt je podobné povahy a je stejné tak zavazny
jako u antrachinonu, znamého inhibitoru rostlinné fotosyntézy. Rostlina bud’ syntetizuje HL

behem svého vlastniho Zivota, nebo se k rostlin€ dostanou z jiného organismu.

/¥
o/

Obr. 16 Ceratophyllum demersum (vlevo), Vesicularia dubyana (vpravo) [126, 127]

Pidni HL jsou znamy pro nékolik svych ekologickych
funkci, v pfirozeném a antropogennim ekosystému. Zodpovidaji za Urodnost pidy tim, Ze
ovlivituji strukturu a poérovitost svym U¢inkem na agregaci ¢astic. Kromé& toho dodavaji
rostlindm Ziviny, pfes mechanismy spojené s chelataci mineralnich latek, ale také vlastnim
degradacnim procesem a zaroven poskytuji hlavni zdroj organického uhliku. [128]

Fedotov a Shoba [129] tvrdi, Ze odklon od makromolekularniho (polymerniho)
konceptu k supramolekularni povaze HL vytvati zménény pohled na ulohu HL pfi vytvareni
homeostazy pidy. Pokud HL existuji ve formé& supramolekul, mohou teoreticky vystupovat
jako zéasobarna organickych latek s nizkymi molekulovymi hmotnosti slouzici jako vyziva
mikroorganismii pfi deficitu opadu. Tvorba HL je spontanni proces, ktery se provadi bez
potieby energie, jelikoz neni potfeba zadnych mikrobidlnich enzyma. Vyroba
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nizkomolekularnich organickych latek ze supramolekul HL piisobenim mikroorganismu lze
taky provést bez spotteby energie, pokud jsou nahrazeny molekulami metabolitu uvolnénych
z mikroorganismi. V tomto piipadé mikroorganismy vytesi dva problémy: ziskaji
vyzivu a vyuziji odpad.

3.11.1 Zajimavosti

Smailer a White [130] studovali kalcitové speleotémy vyskytujici se v jeskynnich diky
prosakovani vod z nadzemnich ¢€asti plid. Speleotémy jsou hrubé krystalické, maji rlizné
odstiny barev hnédé¢ az oranzové a bilé. Co je zajimavé, vykazuji silné
luminiscenci. U vétSiny speleothémii za luminiscenci a barvu zodpovidaji huminové latky,
které jsou zaclenéné do krystalli kalcitu. Pro kvatitativni hodnoceni vlastnosti téchto
luminiscenénich jevl, obsah organickych latek speleotému se oddélil za pomoci gelové
chromatografie. Spektra byla méfena jako funkce molekulové hmotnosti. Nejintenzivngjsi
luminiscence byla ziskana z frakce molekulové hmotnosti v rozmezi 4000 — 6000 daltond
(rozsah odpovidajici FK).

Obr. 17 Speleotém [131]

,Huminové uméni*

Philippe Schmitt-Kopplin ve svém ¢lanku [101] podotyka, ze je stale pied nami dlouha
cesta k uplnému pochopeni HL. Béhem té cesty budeme jisté objevovat mnoho novych zemi,
staci si jen pfedstavit, ze Splhame a pojmenovavame kazdy vrchol pahorkii zobrazenych na
Obr. 18 nize.
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Obr. 18 HumArt Terragen V0.8.11 krajina generovand na zaklade dat CE-ESI/MS, prirodni

organicka hmota- Suwannee reka [101]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Kyselina fosfore¢na 85%
Kyselina octova 99,8 %
Kyselina borita
Hydrat octanu vapenatého
Kyselina chlorovodikova (Normanal ®), Lach — Ner, s. r. 0.
Hydroxid sodny (Normex), Carlo Erba Reagents Group
Chlorid sodny, p. a., Lach — Ner, s. r. 0.
IHSS Leonardite

4.2 Pouzité pristroje
pH metr (Mettler Toledo)
konduktometr (Mettler Toledo)
UV — VIS spektrometr (Hitachi U-3900H)
koloidni analyzator Zetasizer Nano Series (Malvern)
termogravimetricky analyzator TGA Q5000 (TA instruments)
GPC chromatograf s UV — VIS (Agilent Technologies) + dalsi detektory (Wyatt): Optilab
T-rEX + DAWN HELIOS5-II

4.3 Priprava studovanych materiali

4.3.1 lzolace HK z lignitu:

Huminové kyseliny pouzité vtéto praci byly ziskany metodou alkalické extrakce
Z jihomoravského lignitu. 30 g namletého lignitu bylo smichano s 1 dm® 0,1 M roztoku HCI,
tato suspenze byla ponechana 1 hodinu na tfepacce (dekalcinace). Poté byl lignit promyt
dostate¢nym mnozstvim destilované vody do odstranéni CI iontl. Ptfitomnost chloridovych
ionti byla zjiSténa pomoci AgNOs. Takto pfedupraveny lignit byl preveden do plastové
nadoby s extrakénim ¢inidlem tj. 2 dm?® 0,5M NaOH a 0,1 M NasP,07-10 H,0, ldhev byla
ponechana na tiepaCce pies noc. Ziskana suspenze byla odstfedéna po dobu 20 min,
4000 RPM pii 15 °C. Kapalny podil tj. roztok huminovych a fulvinovych kyselin byl
ptefiltrovan pftes filtr (zluty pruh) a okyselen koncentrovanym roztokem HCI na hodnotu pH
mensi nez 2. Po dvou hodinach doslo k vysrazeni HK, které byly oddéleny od roztoku FK
odstfedénim pii stejnych parametrech centrifugy. Pevny podil ziskany po odstfedéni byl
znovu podroben extrakci. Ziskané HK (po prvni a druhé extrakci) byly pievedeny do plastové
nadoby s 1 dm® 0,5 % obj. roztoku smési HCI a HF, niadoba umisténa na tfepacku po dobu 1 —
2 dni. Suspenze byla odstfedéna pii 4000 RPM a 15 °C po dobu 20 min a pevny podil HK
byl pfeveden do dialyza¢nich membran (3500 Da) a dialyzovan proti destilované vod¢ do
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vymyti Cl iontd (zkouska pomoci AgNQ3). Dialyza byla provedena, aby bylo dosazeno, co
nejvetsi Cistoty HK. Po dialyze byl vzorek lignitickych HK lyofilizovan.

Proces lyofilizace

Lyofilizace je nejdokonalejsi soucasnou susici metodou, jedna se o sublimacni suSeni pfi
nizkém tlaku. Dochdzi k odstranéni vody sublimaci, tj. pfechodem z pevného skupenstvi
piimo do plynného. K tomuto pfechodu je nutné ptipravit vhodné podminky. V latce obsazena
vlhkost se pfevede zmrazenim do tuhé faze. Nasledujici sublimaci a desorpci ve vakuu se
odstrani pokud mozno vSechna voda. Odstranénim této vody se transport molekul v latce
téméi znemoznuje a uchovanim ve vakuu se uplné zastavuje vnéjsi latkova vymeéna. Hlavni
Cast procesu lyofilizace probiha pii teplotach pod 0 °C, ve vétsiné piipadi v oblasti — 40 °C
az — 20 °C [132]. Existuji tii typy fazi u lyofilizace a to, vlastni proces lyofilizace, primarni
suseni, sekundarni suseni. [133]

Priprava HK solu

Pro samotné méfeni byly pouzivany IHSS HK standardy ve formé &étyt riznych vodnych
roztokt a koncentraci v rozmezi 5 — 0,01 g/dm3. Prvni koncentrani tada byla pfipravena
rozpus$ténim HK v NaOH. Navazka byla zvolena tak, aby nejkoncentrovangjsi roztok mél
koncentraci 5 g/dm?. Redénim byla pfipravena koncentra¢ni fada HK
v NaOH o koncentracich 5—0,01 g/dm®. Druhd koncentraéni fada byla pfipravena
neutralizaci pfipravenych roztoki HK v NaOH z prvni tfady pomoci 0,1 M HCI (1:1). Tteti
koncentracni fada byla ptipravena postupnym fedéni roztoku HK v NaOH neutralizované¢ho
HCI s nejvyssi koncentraci (5 g/dm3) pomoci 0,1 M roztoku NaCl. Posledni koncentracni fada
byla pfipravena rozpusténim HK v milli — Q vodé a nasledné probéhla uprava pH na hodnotu
12. Vzorky tedy byly namichany tak, aby byly ziskany pro vSechny ctyfi zplsoby pitipravy
stejné koncentracni fady.

Priprava vodnych roztokii

Vodné roztoky 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI byly pfipraveny z odmérnych roztoki (Normanal
®), Lach — Ner, s. r. 0. a (Normex), Carlo Erba Reagents Group. Pfislusné koncentraty byly
kvantitativn€ pfevedeny do odmérnych ban¢k o objemech 1 dm? a nasledng doplnény milli —
Q vodou az po rysku. Vodny roztok 0,1 M NaCl byl pfipraven piesnym navazenim
odpovidajiciho mnozstvi NaCl, ktery byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiiky o objemu
1 dm®a doplnén milli — Q vodou po rysku.

4.3.2 Frakcionace huminovych kyselin

Frakcionace HK byla provedena metodou postupné frakcionace podle pH. Princip této
metody spociva v tom, ze se HK rozpusti v pufru o daném pH (v ur€itém poméru).
Nerozpusténa frakce HK je pouzita v dalsim kroku pro rozpousténi v pufru o vysSim pH.
Nasledné je pak v kazdém dal$im roztoku rozpousténo mensi mnozstvi HK nez v roztoku
pfedchazejicim. K frakcionaci byl pouzit univerzalni pufr slozeny z kyseliny fosfore¢né,
octové, borité a hydroxidu sodné¢ho. Do 2 dm? roztoku o pH 2 bylo ptfidano 40 g huminové
kyseliny. Vytvofeny roztok o0 koncentraci 20 g/dm® byl po dobu 48 hodin
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protfepavan vV uzaviené nadob¢. Po usazeni Casti, ktera se nerozpustila byl roztok nad ni
opatrn¢ slit. Roztok obsahujici rozpusténou cast HK byl analyzovan UV — VIS
spektroskopii a nasledné z néj byly okyselenim pomoci 35 % HCI vysrazeny HK. Vysrazené
HK byly zfiltrovany, promyty, vysuSeny pii 50°C, zvazeny a pouzity pro dal§i méfeni.
Nerozpustény podil byl vysuSen pii 50 °C, zvazen a pouzit jako vychozi mnozstvi pro dalsi
méteni. Nerozpustény podil by vysusen pii 50 °C, zvazen a pouzit jako vychozi material pro
rozpousténi roztoku o nejblizsim vyssim pH. Timto zplisobem byla postupné vytvoiena fada
roztokiopH 2,4, 6, 8, 10 a 12.

4.4 Charakterizace huminovych kyselin

K uplné zékladni charakterizaci HK patii bezesporu znalost jejich elementarniho slozeni.
Elementarni analyza umoznuje zhodnotit celkovy obsah uhliku, vodiku, dusiku,
kysliku v molekule HK, jakozto zakladnich stavebnich kamenti HK. [29] V ramci této

diplomové prace byly pouzité HK podrobeny charakterizaci za pomoci elementdrni analyzy
na CHNSO Mikroanalyzatoru Carlo Erba na USMH AVCR v Praze (vysledky viz Tab. 2).
Rovnéz byl stanoven obsah popele pomoci termogravimetrie (vysledek uveden v kapitole 5).

4.5 Pouzita instrumentalni metodika
Potenciometrické stanoveni pH
Ptima konduktometrie
Ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV — VIS spektrometrie)
Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLS)
Elektroforeticky rozptyl svétla (Electrophoretic light scattering — ELS)
Gelova permeacni chromatografie (Gel Permeation Chromatography — GPC)

Mikroreologie
45.1 Potenciometrické stanoveni pH

Priiprava vzorku pro méreni pH a mérné vodivosti:

Pro zajiSténi presnosti méteni na pH metru, byla v prvni fad¢ provedena kalibrace pomoci
kalibracnich roztokli o pfesném pH. Poté bylo do kédinky o objemu 25 cm?® odpipetovéano
10 cm? roztoku HK, do néj byla ponofena elektroda a po ustaleni byla zaznamenana hodnota
dané veli¢iny (pH, vodivost). Méfeni se opakovalo tfikrat pro kazdy roztok HK.

Princip méreni:

Potenciometrie je metoda vyuzivajici se pro stanoveni aktivity (koncentrace) sledované latky
métenim elektromotorického napéti elektrochemickych ¢lankt, které nejsou proudovée
zatizeny (Clankem neprochdzi prakticky Zadny proud). Je-li aktivita stanovované slozky
urCovdna piimo z hodnoty elektromotorického napéti c¢lanku, jedna se o piimou
potenciometrii (napt. méteni pH). Elektrochemické ¢lanky pouzivané pii potenciometrickych
metodach se skladaji ze dvou elektrod: elektrody mérné (indikacni), jejiz potencial je zavisly
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na koncentraci stanovované latky a elektrody referentni, jejiz potencial je za danych
podminek konstantni. Jako referentni elektrody se pouzivaji napt. elektrody chloridostiibrné,
chloridortutnaté (kalomelové) a merkurosulfatové; jako mérné pak vétSinou elektrody z kovu
jehoz ionty jsou obsazeny v meéfeném roztoku, nebo iontové selektivni elektrody

v

membranové, z nichZ nejznamé;jsi je elektroda sklenéna [134].

4.5.2 Prima konduktometrie

Princip méreni:

Stanovit koncentraci elektrolytu na zakladé piimého méfeni roztoku je mozné jen tehdy,
jestlize je sloZeni elektrolytu zndmé a konstantni. V roztocich obsahujicich jen jednu latku je
mozno stanovit jeji koncentraci v Sirokém koncentracnim rozmezi, kdy plati linearni zavislost
meérné vodivosti na koncentraci [135]. V konduktometrii métime vodivost roztoku elektrolytu.
V piimé konduktometrii ze zmétené vodivosti usuzujeme na obsah rozpusténych elektrolyt
nebo zjistujeme jiné veliCiny, napf. stupen disociace a disociacni konstanty slabych
elektrolytli, sou¢in rozpustnosti silnych elektrolyti apod. Mérna vodivost roste s obsahem

iontll. Pro zfedéné roztoky plati pfimd iméra mezi mérnou vodivosti a koncentraci iontd,
nebot’ 1ze zanedbat jejich interakce. [69]

45.3 UV - VIS spektrometrie

Priprava vzorku pro méieni:

Prvnim krokem u méfeni na UV — VIS spektrofotometru je vZdy korekce na baselinu pomoci
prostiedi, ve kterém byly HK rozptyleny. Do kiemenné kyvety bylo poté nalito 3 cm® vzorku
a namé&feno prislusné absorp¢ni spektrum.

Princip méreni:

UV-VIS spektroskopie je analytickou metodou, kterou tfadime mezi elektromagnetické
spektroskopické metody. Podstatou je absorpce elektromagnetického zatfeni v intervalu 200 —
800 nm molekulami vzorku. Pti absorpci dochazi k excitaci valenénich elektrontl, které jsou
soucasti molekulovych orbitalti. Proto molekulova absorpéni spektra v UV — VIS oblasti jsou
svou podstatou elektronovd spektra. Tato metoda vynikd piesnosti, rychlosti,
citlivosti a experimentalni nenaro¢nosti. Diky témto vlastnostem naSla Siroké uplatnéni.

Mg¢éfeni je provadéno bud’ pti vhodné vinové délce, nebo jsou snimana celd spektra v kratkych
Casovych intervalech. [136]

Interakce latky s elektromagnetickym zdienim

Latky mohou elektromagnetické zafeni pohltit nebo vyzatit. Mluvime-li o pohlceni nebo-li
absorpci, tak molekuly pfijimaji energii. Naopak pokud molekuly vyzafuji energii,
mluvime 0 emisi. Spektrum obsahujici vlnové délky v urcitém rozsahu se oznacuje jako
spojité spektrum. Ptiklad spojitého spektra lze ziskat rozkladem bilého svétla. Rozkladem
spojitého spektra ziskdme souvisly pas spektralnich barev. [136]

43



excitovany
atom AE=E -E =hv

E, % _‘:-:_ e horni hladina

-

vyzareneé fotony

AN VAV \VaVas A
dopadajici AN AE
foton - hv

atom v zakladnim

stavu
E. v— + % . ¥
! dolni hladina

pred emisi bé&éhem emise po emisi

Obr. 19 Interakce elektromagnetického zdreni s latkou [136]

Aby doslo k absorpci, musi byt v latce minimalné dvé hladiny, a to zakladni energeticka
hladina a hladina pfislusejici excitovanému stavu viz obr. Pravdépodobnosti pfechodli mezi
jednotlivymi hladinami jsou timérné poc¢tu molekul v pfislusnych stavech. [136]

Vztah mezi mnozstvim absorbovaného zafeni- absorbanci, a koncentraci je dan, jako ve
vSech absorp¢nich metodach, Lambertovym — Beerovym zakonem. JehoZz platnost je omezena
pouze na ziedéné Ciré roztoky absorbujicich latek o koncentracich zpravidla mensSich nez
0,01 mol/l.

K nalezeni vztahu A= f (C) se vyuziva standardnich kalibracnich metod, méfeni se provadi
pfi konstantni vlnové délce, zpravidla pii vlnové délce, A (max), pfi niz latka absorbuje
nejvice (maximum na absorpénim pasu) [137]

Lambert — Beeriv zakon zni: Absorbance je pfimo Umérna koncentraci absorbujici
latky a tlouSt’ce absorbujici vrstvy. Matematické vyjadieni Lambert-Beerova zékona:

A=¢,l-c, (3)
kde ¢, je molarni absorpéni koeficient (konstanta pro danou latku za danych podminek pii

uréité vinové délce; (dm3 -mol™*-cm *1), C predstavuje latkovou koncentraci (mol -dm73) al
tloustku absorbujici vrstvy (cm ). [69]
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Obr. 20 Prichod zareni kyvetou [136]
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454 Dynamicky rozptyl svétla

Piiprava vzorku pro méreni:

Méieni dynamického rozptylu castic a elektroforetického potencialu probihalo tak, ze bylo
odlito 1 cm® vzorku HK do kiemenné kyvety. Po skondeni méfeni velikosti Castic byla do
kyvety se vzorkem vloZena Dip ¢i DSC 700 cela pro stanoveni zeta potencialu.

Princip méreni:

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLS) nebo také foton korela¢ni
spektroskopie (Photon correlation spectroscopy — PCS) se stala velmi popularni metodou
pouzivanou pro pozorovani difuze c¢astic latek at’ uz v roztoku nebo suspenzi. UrCenim
rychlosti difuze (difizniho koeficientu) muizeme =ziskat informace o velikosti castic,
konformaci makromolekularnich fetézct, riznych interakci mezi slozkami v roztoku, nebo
suspenzi a dokonce i o kinetice zkoumanych latek bez nutnosti kalibrace. Vyhody PCS, mezi
n¢z patii 1 skutecnost, Ze se jedna o neinvazivni metodu vyzadujici pouze malé mnozstvi
vzorku a nevyzadujici rozséhlé ptipravy vzorku, fadi tuto metodu mezi nejpouzivané;si
prosttedky pro studovani velikosti submikronovych castic, ale i pro certifikaci
norem a kontrol velikosti ¢astic. PCS méfi fluktuaci rozptyleného zateni od ¢astic v médiu.
Mg¢fit I1ze cokoliv, co ma jiny index lomu neZ médium a je stabilni béhem méteni. Spole€nym
rysem vSech studovanych systému je jejich pohyb. Tento nahodily pohyb vznikéd v dasledku
tepelného pohybu molekul média a je znamy jako Browniiv pohyb. Jako prvni byl pozorovan
na kvétech rostlin, kdyZ se jejich pyl rozptylil do vody. Obecné lze fici, Ze dolni limit
velikosti tohoto typu méfeni se urCuje podle detekované odchylky fluktuace c&astic ku
experimentalnimu Sumu. Méteny rozptyl fluktuace musi byt veétsi nez experimentalni Sum
zpusobeny riznymi pii¢inami, vcetné rusivych vlivil fluktuace teploty, elektrického Sumu,
aby se docililo objektivniho vysledku. Horni limit méfeni velikosti je ovlivnén piedevSim
sedimenta¢nim limitem. Sedimentované Castic podl€haji fizenému pohybu, ktery komplikuje
méteni fluktuace. Horni mez velikosti v PCS experimentech je n€kolik mikrond v zavislosti
na hustoté materialu a stfedni viskozité a dolni mez zhruba nékolik nanometrti v zavislosti na
rozdilu indexu lomu mezi ¢asticemi a médiem. [138]
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Obr. 21 Browniiv pohyb molekul [139]
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Béhem meéfeni dynamického rozptylu svétla dochazi k interakci laserového zdrojového
zéafeni s Casticemi ve vzorku. Poté co je vzorek osvicen monochromatickym koherentnim
svételnym paprskem, jako je laser, dochazi z diivodu Brownova pohybu u kulovitych ¢astic
k Dopplerové posuvu pii dopadu svétla na pohybujici se Castici. Nasledné pak dochazi
ke zméné vinové délky dopadajiciho svétla, coz souvisi s velikosti ¢astic.

Pomoci autokorela¢ni funkce jsme pak schopni vypocitat distribuci velikosti ¢astic a popsat
také pohyb castice v médiu méfenim difuzniho koeficientu ¢astice [140]. Podle disperzity
zkoumanych systémti se méni 1 korelaéni funkce, v pfipadé polydisperznich systémii ma

vvvvvv

Velikosti ¢astic muze byt determinovana ze Stoke — Einsteinovy rovnice,
k,-T

=—2 4
6-7-n-dy )

kde je k, Boltzmannova konstanta, T je teplota, 1 dynamicka viskozita, d, je
hydrodynamicky polomér. [142]

Obr. 22 Pristroj Zetasizer Nano ZS [143]

Korelacéni funkce

Castice pohybujici se Brownovym pohybem, se pohybuji riiznou rychlosti v zavislosti na
jejich velikosti (Stokes - Einsteinova rovnice). Velké Castice se pohybuji ponékud pomaleji,
nez mensi Castice. V pripadé méfeni velkych ¢astic bude intenzita fluktuovat
pomalu, u malych ¢astic tomu bude presné naopak. Zakladnim vystupem metody DLS je
intenzitni distribuce velikosti ¢astic, nicméné se da pomérné snadno pievést na distribuci
objemu. [144]
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Obr. 23 Casovy vyvoj fluktuact intenzity rozptyleného svétla v piipadé méreni: velkych a malych
castic a priklady korelacnich krivek ziskanych béhem méreni metodou DLS [145]

4.5.5 Elektroforeticky rozptyl svétla

Technologie elektroforetického rozptylu svétla se pouziva piedev§im k charakterizaci
povrchového naboje koloidnich castic (termin pro mikrometrové a nanometrové
castice) V kapalném médiu. Jednou =z vyraznych vlastnosti koloidnich ¢astic, ve
srovnani S velkymi ¢asticemi, nebo sypkymi materialy je ta, ze z divodu jejich malych
rozméri maji extrémné velké specifické povrchové plochy. Velky specificky povrch
koloidnich ¢astic znamenda, Ze rozhrani castice a kapaliny muze siln€¢ ovlivnit mnoho
fyzikalnich vlastnosti koloidnich disperzi, jako jsou dispergovatelnost a stabilita. [138]

Elektricky naboj na povrchu koloidnich cCastic vytvaii elektrické pole, jehoz vlivem
dochazi v tésné blizkosti ¢astice k usporadani opacné nabitych iontl (protiiontll) a vznika tak
utvar slozeny ze dvou vrstev opac¢né nabitych ionti — elektricka dvojvrstva. V elektrické
dvojvrstveé rozliSujeme dvé zakladni ¢asti: Kompaktni (vnitini) vrstvu blizsi k povrchu, kde
pusobi adsorpéni sily, a vzdalenéjsi diftzni ¢ast, kde tyto adsorpéni sily zanedbavame, a ionty
jsou k sobé pfitahovany elektrostatickymi silami. Pfi pohybu Castice s elektrickou dvojvrstvou
vuci nepohyblivému disperznimu prostiedi se kompaktni vrstva iontd s castici pohybuje,
kdezto vrstva difizni se s ¢astici nepohybuje. Rozhrani oddé€lujici pohyblivou a nepohyblivou
¢ast se nazyva rovina skluzu. A pravé potencial, existujici v této vzdalenosti od povrchu
Castice, je odpovédny za jeji interakci s vnéjSim elektrickym polem —tedy za tzv.
elektrokinetické jevy. Proto se nazyva elektrokineticky potencial nebo-li & potencial (zeta
potencial). O jeho velikosti rozhoduji jednak adsorbované ionty, ale i—a dosti zna¢né —
iontovd sila roztoku. S rostouci koncentraci elektrolytu piechazeji opacné nabité
ionty z difuzni Casti elektrické dvojvrstvy blize k vnitini ¢asti elektrické dvojvrstvy — diftizni
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cast se tak zmensSuje, coz vede ke snizeni hodnoty & potencidlu a tim soucasné ke ztraté
stability koloidnich ¢astic. [141]

Obr. 24 Dip cela (vlevo) [146], DSC 700 cela (vpravo) [147]
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Obr. 25 Schématické zndzornéni zeta potencidalu [148]

Obecné hranice mezi stabilni a nestabilni suspenzi se zpravidla bere bud’ pii + 30 mV
nebo — 30 mV. Castice s potencidlem zeta kladn&jsim nez + 30 mV, nebo zdporngjsim nez —

je pH. Hodnota potencialu zeta sama o sob¢& bez uvedeni pH, je prakticky ¢islo nemajici zadny
smysl. [144]
Mé¥eni elektroforetické pohyblivosti

Technika pro méfeni elektroforetické pohyblivosti se nazyva laserova Dopplerova
velocimetrie (Laser doppler velocimetry — LDV) Zakladem méfeni je cela s elektrodami na
kazdém konci, na které je aplikovany potencial. Céstice se pohybuji
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smérem K elektrod¢ s opaénym nabojem, mé&ii se jejich rychlost a vyjadii se v jednotkach
intenzity pole. [144]

456 Gelova permeacni chromatografie

Priiprava vzorku:

Nejprve byly vzorky vSech HK i frakcionovanych filtrovany pies 0,45 um sttika¢kovy filtr.
Poté bylo napipetovano 1cm® vzorku do vialek, vialky byly vloZeny do autosampleru
chromatografu. Vzorek byl poté nastiiknut (100 ul) na kolonu: Sephadex G-2000 (firma
Phenomenex), rozméry kolony 700 x 7,5 mm. Stacionarni fazi byl — gel na bazi porozni silicy,
mobilni fazi 0,1 M PBS (fosfatovy pufr). Prittok mobilni faze byl nastaven na 0,6 cm®/min.

Princip méieni:

GPC separuje latky na zakladé molekuldrniho hydrodynamického objemu ¢i velikosti, spise
nez na zaklad¢ entalpické interakce se staciondrni fazi, jak je tomu v piipad€ jinych druht
napfi. kapalinové chromatografie, adsorpce nebo iontové vymény. V GPC se polymer rozpusti
ve vhodném rozpoustédle a je nastiiknut do kolony naplnéné poréznich €astic definovanych
velikosti pért. Mobilni faze je obecné stejné rozpoustédlo pouzité k rozpusténi polymeru.
Polymer je eluovan pies kolonu, molekuly, které jsou pfilis velké, aby pronikly do port, jsou
vymyvany do intersticialniho ¢i prazdného objemu kolony. [149]

Podrobnéjsi popis metody je uveden v kapitole 3.8.
4.5.7 Mikroreologie

Priprava vzorku:

Ptiprava vzorku pro méfeni mikroreologie na pfistroji Zetasizer Nano ZS probihala tak, ze
bylo odlito 3cm® vzorku HK do kfemenné kyvety a piidano 5 ul polystyrenovych
¢astic o velikosti 0,5 um.

Princip méreni:

Zakladnim principem mikroreologie je naruSovani struktury materiali drobnymi ¢asticemi,
které jsou zakomponovany do materidlu. Podle zplsobu pohybu téchto Castic mizeme
mikroreologii rozd¢lit do dvou oblasti: prvni z nich je tzv. aktivni mikroreologie, jez pouziva
aktivni manipulaci ¢astic pomoci magnetického ¢i elektrického pole nebo jinych
mikromechanickych sil, jako je napfiklad wuziti optické pinzety. Tato méfeni jsou
analogicka s klasickou reologii, kde je na vzorek vkladan vné&jsi tlak a vysledné napéti je
pouzito k ziskani smykového modulu. Druha oblast tzv. pasivni mikroreologie pouziva pouze
Brownova pohybu zaclenéné mikroc¢astice. Tento pfistup pracuje pouze s tepelnou energii
sondy k urCeni struktury a reologickych vlastnosti materialu. Mé&feni spociva v pfipravé
vzorki, ndsledném zavedeni inertnich mikrocastic do vzorku a pouzitim mikroskopu k detekci
téchto c¢astic. Diky vysokorychlostnimu zaznamovému zatizeni pak dochédzi k zdznamu
pohybu ¢astic ve vzorku a tento zaznam je pak obrazovou analyzou zpracovan a jsou ziskana
data charakterizujici tzv. stiedni kvadraticky posun castice (mean square displacement —
MSD) nebo-li zjednodusené feceno trajektorii Castice. Ta pak vypovida o mechanickych
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vlastnostech vzorku. [150] Dalsi moznosti, jak studovat pohyb ¢astic ve zkoumaném vzorku
je metoda DLS, ktera byla vyuzita v této diplomové praci.

Vyhodou pasivni mikroreologie je pfevazné pozorovani az tisice ¢astic a ne jenom jedné
samotné Castice. Pohyb Castic v roztoku zavisi pfedevSim na tuhosti mistniho prostiedi.
Hodnotu elastického modulu G nam udéava nasledujici rovnice:

ke T G'-L?
23 T ®)

kde hodnotu k; oznacujeme jako Boltzmannovu Kkonstantu, kterd ma velikost
1,38-102J-K™, T oznalujeme termodynamickou teplotu, a zna¢i polomér &astic a L je
oznaceni pro délku posunu. Pro vétSinu materialii by se teplota T neméla néjak vyrazné lisit.
Diky této metodé jsme schopni zméfit horni limit modulu pruznosti, jez zavisi na velikosti
vlozené castice do roztoku a na schopnosti vyfeSit posun castic o fad L. Zavisi tedy na
konkrétnim pouzitém systému, jeho rozmezi se pohybuje od 1 A do 10 nm, coz nam
umoziuje métfeni s mikrometrovymi ¢asticemi s elastickym modulem az po 10 — 500 Pa.

Dynamika pohybujici se Castice je popsdna v Case pomoci korelacni funkce stfedni hodnoty
¢tverce posunu (MSD) nebo také ozna¢ovana jako (AX2 (T))

(Ax2(0) = (x(t + 7)—x(t)’) (6)
Z ¢ehoz pro difuzni koeficient ¢astice plyne:
(Ax?(z))=2dD7 (7)

D oznacujeme difuzni koeficient, d vyjadiujeme dimenzi. Po ziskani difuzniho koeficientu
jej dosadime do Stokes- Einsteinova vztahu (viz rov. 4) Ziskame tak hodnotu viskozity pro
zkoumanou latku.

Pokud jsou castice, jez pozorujeme, volné rozptylené ve vzorku, mizeme fict, Ze se
jedna o latku cisté viskozniho charakteru. Jestlize se ¢astice pohybuji sub-difiuznim pohybem,
znamena to, ze systém vykazuje viskoelastické vlastnosti. [151]
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Obr. 26 Princip méreni pasivni mikroreologie [150]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakterizace huminovych kyselin

Elementarni analyza

IHSS HK (zdroj — leonardite) pouzité v této diplomové praci byly podrobeny charakterizaci
za pomoci elementarni analyzy viz. (Tab. 2). HK nejcastéji obsahuji biogenni prvky jako jsou
(C, H, N, O, S aP). Obsah téchto latek byl zjistén i u HK pouzitych v této praci. Ve struktuie
IHSS HK byly nejvice zastoupeny uhlik, vodik a kyslik. Kdezto dusik a sira se zde nachazeji
pouze v malém mnozstvi. V porovnédni s HK, se kterymi se pracovalo v bakaléiské praci, maji
IHSS HK Leonardite vice uhliku a nepatrné vice kysliku, nicméné obsah vodiku je mensi
(viz. Tab. 2 a Tab. 3). Obsah popele byl stanoven na 2,42 hm. %.

IHSS HK Leonardite

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

elementarni sloZeni HK (atomova %)
C H @) N S
48,1 33,2 17,7 0,8 0,2

Porovnani s HK pouZitou v piedchozi praci:

Tab. 3 Elementarni slozeni HK (atomova % jsou vztazena na vzorek bez vihkosti a popela)

elementarni sloZeni HK (atomova %)
Cc H @ N S
44,2 36,7 17,4 13 04

5.1.1 Potenciometrické stanoveni pH

Vysledky potenciometrického stanoveni pH vzorki HK wukéazaly, ze v piipadé fady
HKv0,1M NaOH jsou hodnoty pH pomérné konstantni, odlisné chovani vykazuje
vzorek s koncentraci 1 g/ dm® kde je hodnota pH niZ8i, coz miiZze byt zpisobeno disociaci HK.
V piipadé¢ HK ve vodé, kde bylo pH upraveno na hodnotu 12, se hodnoty nepatrné odliSuji.
Kromé& vzorkil s koncentraci 1a 0,01 g/dm® jsou hodnoty pH o n&co niZ§i, nez v piipadd
koncentra¢ni fady HK v 0,1 M NaOH. U roztoku pfipravenych neutralizaci dvéma zptusoby
pfipravy se hodnoty li§i pomérmné znacné. Méfeni pH koncentra¢ni fady HK v 0,1 M
NaOH + 0,1 M HCI ukéazalo, Ze oproti HK v 0,1 M NaCl jsou hodnoty vyssi a obecné dochazi
k exponencialnimu poklesu se vzrustajici koncentraci HK, zatimco v piipadé HK v 0,1 M
NaCl se hodnoty pfili§ nemeéni, alespon u vyssich koncentraci. Tyto rozdily se pfipisuji
odli$né ptipravé roztokl, jenz vyvolala strukturalni zmény v HK. Obecné by se mélo pH
(v ptipad€ roztoku pfipravenych neutralizaci) pohybovat v neutralni oblasti, nicmén¢ zde
ziejm¢ sehradly velkou roli HK, diky nimZz se pH posunulo vice do kyselé
oblasti. V porovnani s vysledky z bakalaiské prace jsou vysledky u koncentraéni fady
HK v 0,1 M NaOH a HK ve vod¢ (pH upraveno na hodnotu 12) mén¢ konstantni, hodnoty pH
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jsou nepatrné nizsi. U vzorku pfipravenych neutralizaci je vidét rozdil v pfipadé HK v 0,1 M
NaOH + 0,1 M HCI pfedevsim u méné koncentrovanych vzorki.

2) 14 oy é. .
°
1288 ¢ 8 g 1290 ¢ e o
10 10 -
®HK v 0,1M NaOH
~ 8|  ®HKV0,1MNaOH+0,1M HCI —~ 8-
= ®HK v 0,1M NaCl =
5 g ® OHK ve vods pH=12 S5 6.
19° 4 1
)
(N ] ® 0 s ) .
2 - 5
0 T T 0 T T
0 2 ¢ (g-dm?) 4 6 0 2 ¢ (grdm?) 4 6

Obr. 27 Zavislost pH na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady a) vysledky diplomové prdce
b) vysledky z bakaldrské prace (legenda je spolecnd pro oba grafy)

5.1.2 Prima konduktometrie

Nejvétsi vyhoda pouziti metody ptimé konduktometrie spodiva v tom, ze zahrnuje vliv
veskerych iontd, které se v roztoku nachazeji. To se ovSem neda fict o potenciometrickém
stanoveni pH, jeZz zaznamenavéa pfitomnost pouze iontd H* (resp. OH). Vysledky mérmné
vodivosti latky ovliviwji druhy jednotlivych iontd, jejich pohyblivosti a neméné dilezité je
také to, v jakém se nachazeji koncentratnim pomeéru. Nejvétsi mérna vodivost byla
zaznamenana u koncentraéni fady HK v 0,1 M NaOH, o néco niz8i vysledky byly
nameéteny U koncentracni fady HK v NaCl. Ziskané vysledky jsou v rozporu s o¢ekavanymi
vysledky, jelikoz by nejvétsi vodivost méla byt zaznamenana u koncentra¢ni fady HK v 0,1 M
NaCl, z toho diivodu, Ze pohyblivost Na* a CI” je nepochybné vétsi nez OH’, zfejmé zde viak
sehraly svou roli koncentracni poméry ionti, nebo mohlo dojit k chybé méfeni. V piipadé
koncentracni fady HK ve vodé¢ (pH upraveno na hodnotu 12) jsou hodnoty mérné vodivosti
rozmanité a nepodléhaji zaddnému trendu. Vysledky mérné vodivosti HK v 0,1 M
NaOH + 0,1 M HCI jsou pomérné konstantni, nicméné u vyssich koncentraci se hodnoty
mirné zvySuji, coz je zpisobeno VE&tSim mnozstvim pohyblivych iontd ve
vzorku. V porovnani S vysledky z bakalaiské prace jsou naméfené hodnoty pomérné odlisné
ve vSech koncentra¢nich fadach, ale uplné nejvetsi rozdily jsou zaznamenany praveé v piipadé
fad HK v 0,1 M NaOH a 0,1 M NaCl, kde v ptipadé bakalaiské prace se vysledky jevi jako
vice pravdépodobné tim, Ze nejveétsi mérna vodivost byla naméfena u HK v 0,1 M NaCl.
Obecné jsou naméefené hodnoty vyssi nez v bakalaiské praci, coz miize byt také zplisobeno
tim, Ze byly pouzity odlisné¢ HK.
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@HK v 0,1M NaCl
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Obr. 28 Zavislost mérné vodivosti na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

®HK v 0,1 M NaOH
@HK v 0,1 M NaCl

OHKv 0,1 M NaOH+ 0,1 M HCI
® HK ve vodé pH 12
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Obr. 29 Zavislost mérné vodivosti na koncentraci HK pro vsechny koncentracni rady (bakalarska

5.1.3 UV-VIS spektrometrie

prdce)

Z naméfenych UV —VIS spekter byly odecteny hodnoty absorbance pii 465 nm
(E4) @665 nm (Eg). Pomér Ages/Ases (0znacovan také jako E4/Eg) je tzv. humifikaéni index.
Humifika¢ni index nam poskytne informaci o poméru mezi ligninovymi strukturami
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odolnymi vac¢i humifikaci a mnozstvim ,,mladych® HK (v prvnim stupni humifikace).
Hodnota humifika¢niho indexu pro HK je obvykle mens$i nez 5,0 a snizuje se s rostouci
molekulovou hmotnosti a stupném disperzity. Nizky pomér mize znamenat relativné vysoky
podil aromatickych Castic a naopak vysoky ukazuje na vétSi obsah alifatickych struktur.
Vysledky pro vybrané vzorky jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4 Primérné hodnoty humifikacnich indexii pro vSechny prostiedi

HK v 0,1 M NaOH HK ve vodé HKv0,1M HKv 0,1 M NaCl
pH =12 NaOH + 0,1 M NaOH
3,0328 2,5974 0,5567 2,8670

Tab. 5 Priimérné hodnoty humifikacnich indexit pro vsechny prostiedi (bakalarska prdce)

HK v 0,1 M NaOH HK ve vodé HKv0,1M HKv 0,1 M NaCl
pH =12 NaOH + 0,1 M NaOH
4,3845 0,9838 4,9597 3,4751

Humifika¢ni indexy jednotlivych koncentracnich fad se 1i§i pouze nepatrné az na
HKv0,1M NaOH + 0,1 M HCI, kde je hodnota humifikacniho indexu pomérné nizsi.
Obecné hodnoty humifikacnich indexi v ptipadé vysokych koncentraci byly niz8i, coz
znamena, ze se ve struktufe HK nalézalo mnoZstvi aromatickych struktur, se snizujici
koncentraci se vSak hodnoty ménily na vys$i. Divodem miize byt to, ze s narUstajici
koncentraci se zvySovala chyba méfeni, jelikoz vzorky byly i po fedéni pomérné tmavé.
Podobnych vysledki bylo dosazeno i v bakalafské praci. Jedind koncentracni fada, kterd
vykazovala odlisnosti byla HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI, kde bylo dosazeno piesné
opacnych vysledki, kdy hodnoty humifikacnich indexi byly nejvyssi u nejkoncentrovangjsich
vzorkll, coZ mlze byt vysvétleno tim, ze HK v prostfedi 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI m¢ly
tendenci shlukovat se do vétsich aglomeratti se snizujici se koncentraci.

5.1.4 Dynamicky rozptyl svétla

Pro studium distribuce velikosti ¢astic v jednotlivych vzorcich byla pouzita neinvazivni
nedestruktivni metoda dynamického rozptylu svétla. Méteni probihalo na pfistroji Zetasizer
Nano ZS, ktery dokéze zméfit Casovy vyvoj fluktuaci rozptyleného svétla pohybujicimi se
Casticemi ve vzorku. Citlivost této metody vuc¢i jakymkoli zménam velikosti ¢astic nam
umoziiuje zkoumat zmény konformace supramolekularnich utvart HK. Z nameéfenych
distribuci velikosti ¢astic, at’ uz intenzitnich ¢i objemovych, jsme schopni vydedukovat, zda
dochazi k destabilizaci struktury, agregaci nebo zméné konformace molekul zkoumané latky.

Optimalizace metody

Abychom ziskaly spravné, odpovidajici vysledky bylo nutné nejdiive nastavit podminky
méfeni studovanych systémti HK. Méfeni na pfistroji Zetasizer Nano ZS vyZzaduje spravné
nastavit pfedevSim opticky systém a fokusaci laserového paprsku na specifické
misto V kyveté. Pokud se méni fokusace laserového paprsku, méni se tim 1 opticka délka
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drahy laserového paprsku. Lze tak snadno upravovat méfici parametry pro rizné koncentrace,
napf. u vySSich koncentraci je vyhodné optickou drahu  zkratit, aby
nedochazelo k mnohonasobnému rozptylu svétla, ¢imz by doslo k ovlivnéni naméfenych dat.
V piipadé hodné ziedénych roztoku je tomu piesné naopak. Vzhledem k mé piedchozi
bakalafské praci, byla stanovena optimalni métici pozice detekce rozptyleného svétla pro HK
v riznych prostfedich na 1 mm od stény kyvety. Na rozdil od bakalaiské prace, kde byly
vzorky filtrovany pies 5 um stiikackovy filtr, byly studovany IHSS HK bez ptedchozi filtrace
vétSich cCastic. Vzorky v bakaldiské praci totiz mély tendence vytvaret viditelné pevné
srazeniny HK, kdezto u IHSS HK byly roztoky bez téchto srazenin.

Distribuce velikosti ¢astic

Vysledkem méteni dynamického rozptylu svétla je intenzitni a objemova distribuce velikosti
castic. Nejlep$i ndastrojem pro piesnou charakterizaci je porovnani distribuce
intenzitni s objemovou. Jelikoz v ptipad¢ intenzitni distribuce castic mohou velké Castice
casto nadhodnocovat vysledky a mize dojit k situaci, ze frakce malych Castic se Upln¢ ztrati
ve velké intenzité zateni rozptyleného na vétSich ¢asticich, proto ma lepsi vypovidaci hodnotu
0 distribuci hmoty ve vzorku objemova distribuce velikosti Castic. K pfepoctu intenzitni
distribuce na objemovou je zapotiebi znat index lomu ¢astic ve vzorku, pro vinovou délku
laseru v pfistroji Zetasizer —632,8 nm. Po porovnani téchto dvou distribuci jsme schopni
vydedukovat, které ¢astice ve vzorku pievazuji, ¢i zda dochazi k agregaci apod. Hodnoty
indexu lomu pro vSechny prostiedi jsou uvedeny v Tab 6.

Tab. 6 Hodnoty indexu lomu pro vSechny prostredi

HK v 0,1 M NaOH HK ve vodé HKv0,1M HK v 0,1 M NaCl
pH =12 NaOH + 0,1 M NaOH
3,0328 2,5974 0,5567 2,8670
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Obr. 30 Zavislost intenzity rozptyleného svétla Casticemi jednotlivych velikosti, HK ve vodé pH = 12
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Obr. 31 Objemovd distribuce velikosti ¢astic, HK ve vodé pH = 12

Obr. 30 a 31 predstavuji ziskané intenzitni a objemové distribuce pro urcité koncentrace
fady HK ve vodé pH = 12. Intenzitni distribuce velikosti ¢astic ukazuje, Ze v nejveétSim
mnozstvi rozptyluji Castice s velikosti v rozmezi 300-500nm, coz odpovida
supramolekuldrnim micelam HK, jelikoZz jednotlivé struktury HK jsou pfevazné o velikosti do
100 nm, v objemové distribuci se vSak objevuje pomérn¢ znacny pik u velikosti nékolik
mikronti. Z toho lze vydedukovat, Ze Castice o velikosti né€kolik mikronii se v roztoku HK
nachdzeji, nicméné v pomérné¢ malém mnozstvi, jinak by se samoziejm¢ jejich pritomnost
projevila v intenzitni distribuci velikosti castic. VéEtsi castice 0 nékolika mikrond tedy
pravdépodobné vznikly asociaci vice menSich stavebnich jednotek, ¢i micel HK do agregatt.
Popfipadé¢ se miize jednat o ne Upln€¢ rozpusténé frakce HK, nebo v ptipadé vyskytu
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nizkomolekularnich iontl ve vzorku mohou byt HK vic zagregované, a to jiz z ptivodnich
HK, nemusi to byt nutné od piipravy vzorku

Nutné je taky vzit v uvahu, Ze v roztocich jednotlivych koncentrac¢nich fad se mohou
vyskytovat Castice jeSt¢ daleko vétSi nez ty, které nam ukazuji naméfené distribuce, ale
metoda dynamického rozptylu svétla bohuzel neni schopnd je zaznamenat, jelikoz veétsi
castice jiz nepodléhaji Brownovu pohybu. V porovnani s vysledky z bakalarské prace lze
konstatovat, ze studované systémy se chovaly pon¢kud odlisn¢. V ptipad¢ bakalaiské prace
Castice predpokladanych supramoleklarnich utvard HK odpovidaly velikosti pfiblizn¢ 200 —
300 nm a castice mély tendenci Castecné agregovat do vétSich celkll, avsak v mensi miie
nez V piipadé THSS HK standardii. Zde mizeme ndzorné vidét, ze kazdy studovany systém
HK se opravdu chova odlisné.

Prostiedi s vysokou iontovou silou

JiZ nepatrné rozdily v piipravé prostfedi, kde se HK budou vyskytovat, ovliviiuji velkou
meérou jejich konformaci ¢i molekularni organizaci ve vodnych roztocich.

16
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Obr. 32 Zavislost intenzity rozptyleného svétla Cdasticemi jednotlivych velikosti, HK v 0,1 M NaCl
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Obr. 33 Objemova distribuce velikosti castic, HK v 0,1 M NaCl

Obr. 32 a 33 zobrazuji ziskané intenzitni a objemové distribuce pro koncentracni fadu HK
v 0,1 M NaCl. Tato koncentra¢ni fada vykazovala upln¢ odlisné chovani nez v ptipadé
ostatnich prostiedi, coz zpusobuje jeji zpusob piipravy. Byla totiz piipravena postupnym
fedénim roztoku HK v NaOH neutralizovaného HCI pomoci 0,1 M roztoku NaCl. Piidavek
0,1 M NaCl zvysil iontovou silu roztokli natolik, Zze HK se v tomto prostiedi mély tendenci
uplné agregovat do vétsich celkil. Tyto poznatky ndm dokladaji i ziskané intenzitni distribuce,
které ukazuji, ze jsou pfitomné castice o velikosti nékolika mikroni a uplné¢ stejné¢ tomu tak
bylo i u objemovych distribuci. V ptipadé HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCIl dochazelo
pouze Kk caste¢né agregaci, predevsim u koncentrovangjSich vzorki. Méné koncentrované
vzorky obsahovaly ve velké mife ¢astice mensich rozméru.
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Obr. 34 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro vsechny prostiedi
pro koncentraci 0,5 g/l
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Obr. 35 Objemovd distribuce velikosti ¢astic pro vSechny prostiedi pro koncentraci 0,5 gl

Obr. 34 a 35 zobrazuji rozdily namétenych vysledkt pro odlisné pfipravy vzorkt vzdy pro
jednu koncetraci, zde 0,5 g/dm®. V piipadé HK v alkalickém prostiedi je distribuce velikosti
Castic pomérné podobna a lze vidét, ze v roztoku pievladaji micely HK o velikosti 200 —
300 nm. Kdezto v neutralnim prostiedi jsou vysledky uplné odlisné, pravé zde se opét
projevila odlisna piiprava roztokd. Intenzitni distribuce HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI
vypovida o pfitomnosti ¢astic o velikosti okolo 500 nm, zatimco u vzorku HK v 0,1 M NaCl
jsou piitomny agregaty HK o velikosti n¢kolik um, ¢astice menSich rozméra (v piipadé
HKv0,1M NaOH+0,1M HCI) se ve vzorku mohly nachazet, ale pravdépodobné
doslo k zastinéni vétsimi ¢asticemi.
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Obr. 36 Zavislost intenzity rozptyleného svétla Casticemi jednotlivych velikosti pro vSechny prostiedi
pro koncentraci 3 g/l
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Obr. 37 Objemovd distribuce velikosti ¢astic pro vSechny prostiedi pro koncentraci 3 g/l

Obr. 36 a 37 ukazuji ziskané distribuce velikosti ¢astic pro rizna prostiedi pro koncentraci
3 g/dm?. Jak v alkalickém prostiedi, tak v neutralnim prostredi odli¥na piiprava zpisobila, Ze
naméfené distribuce velikosti ¢astic se liSily. Rozdil je pomérné€ vyssi nez u nizsi koncentrace
0,5 g/dm?. U alkalického prostiedi se vysledky lisily v tom, Ze v piipadé HK v 0,1 M NaOH
distribuce naznacila pfitomnost vétSich ¢astic (né€kolik um), kdezto u HK ve vodé pH 12
pouze velikosti ¢astic do 500 nm. Objemové distribuce pro tyto prostfedi byla prakticky
totoznd, coz znamena, ze vzorky HK ve vodé pH 12 obsahovaly ¢astice o velikosti n€kolika
um, nicméné jich obsahovaly méné nez v piipadé HK v 0,1 M NaOH. Oproti vzorkium s nizsi
koncentraci (0,5 g/dm3, alkalické prostfedi) se zde projevuje vEtsi tendence k agregaci.
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Odlisné se Castice chovaly 1 v neutralnim prostiedi, kde dochédzelo k prakticky tplné agregaci
micel HK do vétsich celk. Zajimavé je, ze n&jveétsi velikosti Castic vykazovala tada
HKv 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI, kdy v pfipadé¢ nizsi koncentrace (0,5 g/dm3) tomu bylo
piesné naopak.

5.1.5 Elektroforeticky rozptyl svétla

Kvuli Brownovu pohybu se budou ¢astice nepfetrzit€¢ mezi sebou srazet a nasledkem toho se
castice mohou shlukovat kvali Van der Waalsovym pfitazlivym sildm. To muze
vést K vytvareni sekundarnich ¢astic (aglomeratil) o mnohem vétsi velikosti. Jestlize odpudiva
sila mezi Casticemi prevysi pfitazlivou silu, pak by vysledkem me¢l byt stabilni systém.
Energetickd bariéra vyplyvajici z odpudivé sily zabrani, aby se dvé Castice navzajem k sob¢
priblizily a drzely ohromad¢, pokud tyto ¢astice nemaji dostate¢nou tepelnou energi pro
pfekonani této bariéry. Velikost této potencidlové bariéry mize byt vyjadiena velikosti zeta
potencialu. Jestlize vSechny Céstice v suspenzi maji vysoky negativni nebo pozitivni potencial
zeta, pak budou inklinovat k odpuzovani se navzajem a nebudou mit tendenci se shlukovat.
[152]

Ptidanim elektrolytu Ize elektrickou dvojvrstvu silné zkomprimovat (snizit zeta
potencial) a koloidni soustavu tak destabilizovat. [141] Pfidavkem elektrolytu podle teorie
DVLO dochazi k stladeni elektrické dvojvrstvy a snizeni hodnoty zeta potencialu. Castice se
pak mohou vzijemné vice ptiblizovat a nasledn€ spojovat. Elektrickd dvojvrstva ovSem tvofi
energetickou bariéru, kterou je nutno piekonat k dosazeni destabilizace koloidnich
castic. K agregaci ted” dojde pouze v piipadé, je-li koncentrace piiddvaného elektrolytu
dostate¢na — musi byt piekrocen tzv. koagulacni prah — y (mol -dm™ ) [152]

Tab. 7 Namérené hodnoty zeta potencialii pro jednotlivé koncentracni Fady HK

HKvO0,1M .
¢ (g/dm?®) Na0|—|1| ao,l M HE;’C(:J M Hl\ll<a\C/)?—i1 M };ﬁ V=e1V2°de
5 24,47 -16,93 - 46,40
3 21,43 17,47 27 -

1 -28,63 -22,00 -35,60 -31,37
0,5 -32,13 -24,53 -34,63 -38,23
0,1 -33,77 27,97 -33,40 -40,10
0,01 -18,90 -30,37 -34,50 -27,10
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Obr. 38 Zavislost zeta potencidlu na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

Tab. 7 nam ukazuje naméfené hodnoty zeta potencialt (5) vSech koncentracnich fad IHSS
HK, které se pro jednotlivé fady pomémné lisi. V piipadé¢ IHSS HK v alkalickém prostiedi
nastal problém se vzorky o koncentraci 5 a 3 g/dm®, kde skoro nebylo mozné zaznamenat zeta
potencial z toho diivodu, ze vzorky jsou pfili§ tmavé, aby je mohl prosvitit laser. Hodnoty
byly zatiZeny pfili§ velkou chybou, nicméné byla vyzkousena jind méfici cela DSC 700 oproti

------

mensi mnozstvi vzorku, ¢imz se zvysi opticka transparentnost vzorku.

V ptipadé fad IHSS HK v neutrdlnim prostfedi obecné dochazi k destabilizaci systému,
nicméné se zmensujici se koncentraci se jejich stabilita nepatrné zvySovala. U koncentracni
fady HK v 0,1 M NaCl v disledku pfidavani elektrolytu (NaCl) dochédzi ke snizovani
absolutni hodnoty zeta potencialu, pfitazlivé sily mezi c¢asticemi prevazuji nad
odpudivymi, a z tohoto divodu dochazelo k agregaci IHSS HK do vétsich celkli, coz
potvrdila 1 metoda dynamického rozptylu svétla. Naproti tomu koncentra¢ni fady IHSS
HK v alkalickém prostfedi se jevily pomérné stabilni (vyrazné vyssi absolutni hodnoty zeta
potenciali). V porovnani s HK v bakalaiské praci byly absolutni hodnoty zeta
potencialu vV neutrdlnim prosttedi pomérné nizsi, kdezto u HK v alkalickém prostfedi byly
VySSi.

5.1.6 Mikroreologie

Pomoci metody mikroreologie jsme schopni zjistit, zda je zkoumana latka viskozni ¢i
viskoelastické povahy. Pokud jsou castice, které pozorujeme volné rozptylené ve vzorku,
muizeme fict, Ze se jedna o latku ¢isté viskozniho charakteru. Jestlize se vSak castice pohybuji
subdifiznim pohybem, znamena to, ze systém vykazuje viskoelastické vlastnosti. [151]
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Obr. 39 Zobrazeni MSD systém HK v 0,1 M NaOH v zavislosti na case

Obr. 39 ukazuje linearni zavislost MSD na ¢ase pro HK v 0,1 M NaOH. Z funkce MSD se
dale vypocitava hodnota viskozity zkoumaného vzorku. Z naméfenych vysledkii pro
koncentra¢ni fadu HK v 0,1 M NaOH vyplyva, Ze pro méné koncentrované vzorky jsou
zavislosti MSD na Case spiSe linearni, z ¢ehoz muZeme soudit, Ze jsou vzorky viskozni
povahy. Naproti tomu vice koncentrované vzorky jsou spise viskoelastického charakteru.
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Obr. 40 Zavislost komplexni viskozity na frekvenci oscilace pro koncentracni Fadu HK ve vode pH 12
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Obr. 41 Zavislost komplexni viskozity na frekvenci oscilace pro koncentracni radu HK v 0,1 M NaCl

Na Obr. 40 muZzeme vidét zavilost komplexni viskozity na frekvenci oscilace pro
koncentracni fadu HK ve vodé pH 12. Z naméfenych hodnot Ize usoudit, ze u vysSich
koncentraci ve vzorcich dochazi ke zvySovani viskozity, coz znamena, ze Castice HK kladly
polystyrenovym ¢asticim vétsi odpor nez v piipadé méné koncentrovanych vzorku, ty se pak
pohybovaly po jednodussi trajektorii. Opét 1ze vydedukovat, ze v pfipad€ vySSich koncentraci
mohlo dochazet k agregaci do vétsich celkdl, a ty pak branily zminovanych polystyrenovym
casticim v pohybu, coz zplsobilo nartst viskozity. U vzorkd S nizs$i koncentraci byly
namétené viskozity o néco nizsi, avSak ne markantné. U vysSich koncentraci se vzristajici
frekvenci namahani vzorku dochézelo k poklesu viskozity, u nizSich koncentraci vzork mély
hodnoty viskozity tendenci spiSe byt konstantni. U fady HK v 0,1 M NaCl (viz. Obr. 41)
se s klesajici koncentraci nejprve viskozita skoro neménila (5-1g/dm®), ale poté
dochazelo k vyraznéjsimu poklesu s klesajici koncentraci vzorku.
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Obr. 42 Zavislost komplexni viskozity na frekvenci oscilace pro vSechny koncentracni radu pro vzorek
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Po porovnani viskozit pro viechny koncentraéni fady HK pro koncentraci 1 g/dm®
(viz. Obr. 42) bylo zjisténo, ze nejvétsi viskozitu vykazovalo prostiedi HK v 0,1M NaCl. Jak
uz zde bylo feceno, tato koncentrani fada vykazovala znacny srazeci proces, diky tomu
obsazené Castice vetsich rozmért kladly vétsi odpor polystyrenovym ¢asticim, nicméné s veétsi
frekvenci naméahani dochézelo k poklesu viskozity u vSech koncentra¢nich fad. Nicméné pro
koncentraci 1 g/dm® Ize vidét, Ze odlisna priprava vzorkd zpisobila op&t odli§né vlastnosti
téchto roztok.

Jeden z dal$ich parametri, jez metoda mikroreologie zaznamenava je i komplexni modul
pruznosti ve smyku G a ten miize byt rozdélen do dvou &asti — elasticky (pamé&tovy) modul G
a viskozni ztratovy modul G Pamétovy modul je ve fazi s deformaci, charakteristika idealné
elastické pevné latky, naproti romu ztratovy modul neni ve fézi s alikovanou deformaci —
ptispévek fluidniho chovéni, viskozni kapalina. Vztah mezi moduly lze vyjadfit pomoci
ztratového tihlu o:

GH

tanod = 8
< ®)

Materialy se budou chovat jako viskézni tzv. ,liquid-like* (kapalné) pii vysoké hodnoté
ztratového uhlu 6. Na druhou stranu ztratovy uhel 6 mensi nez 1 je charakteristicky pro
elastické ,,solid-like* (pevné) materialy. [153]
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Obr. 43 Zavislost ztrdatového tihlu na frekvenci oscilace pro koncentracni Fadu HK ve vodé pH 12

Zavislost ztratového thlu na frekvenci oscilace pro HK ve vodé pH 12 nam ukazuje
Obr. 43. Namé&fené zavislosti jsou bohuzel zatizeny nezadoucim Sumem, nicméné tento
vystup z metody mikroreologie jako jediny dokaze zobrazit koncentracni efekt u mérenych
vzorki. Obecné lze fici, ze s rostouci frekvenci namahani vzorku dochazi k ristu ztratového
uhlu, z ¢ehoz vyplyva, Ze pfevazuje viskdézni modul, coZz znamend, Ze vzorek je vice tekuty.
Se wvzristajici se koncentraci vzorku se pii nizSich frekvenci namahéani posouva hodnota
ztratového thlu k niz§im hodnotdm. To znamena, Ze se vice projevuje elasticka slozka, coz je
logické kvili vétsimu mnozZstvi pevnych ¢astic. Navic hodnoty ztratového tthlu pro vSechny
roztoky jsou vét§inou vyssi nez 45°. Cim je totiz vzorek vice ziedény, tim vyssi jsou hodnoty
ztratového thlu, tedy tim méné se zde projevi elasticka sloZzka pevnych ¢astic HK. S klesajici
koncentraci koncentraci se pak mén€ méni hodnota ztratového tihlu s rostouci koncentraci
namahani, diky tomu, Ze vzorky obsahuji méné pevnych ¢astic.
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Obr. 44 Zavislost ztratového uhlu na frekvenci oscilace pro vsechny koncentracni rady pro
koncentraci 3 g/l
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Obr. 45 Zavislost ztratového uhlu na frekvenci oscilace pro vsechny koncentracni rady pro
koncentraci 1 g/l

V ptipadé¢ vyneseni zavislosti ztratového uhlu na frekvenci oscilace pro vSechny
koncentra¢ni fady u vybranych hodnot koncentraci (viz. Obr. 44 a Obr. 45) nam vysledky
ukazuji, ze jak v alkalickém, tak v neutrdlnim prostiedi se hodnoty ztratovych uhlt néjak
markantng nelidi (hlavné u vy$§i koncentrace vzorku). V neutrilnim prostfedi (3 g/dm?)
ztratovy uhel se vzrlstajicim namahanim vzorku vzrustal. To znamena, ze vSechny vzorky
byly spiSe viskézniho charakteru S tim, ze se zvySovanim naméahanim byly nejvys$si hodnoty
(pro viechny fady — 3 g/dm®) ztratového uhlu naméfeny u fady HK v 0,1 M NaCl. V piipadé
niz§i koncentrace (1 g/dm®) v alkalickém prostiedi byly op&t vysledky podobné a s v&tsim
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namahanim  vzorku se stavaly spiSe konstantni. V  neutrdlnim  prosttedi
(1 g/dm®) u koncentra¢ni fady v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI se ztratovy hel s nariistajicim
namahanim ménil jen nepatrné, kdezto u HK v 0,1 M NaCl dochazelo ke zvySovani hodnoty
ztratového thlu. Vzorky HK s koncentraci (1 g/dms) vykazovaly vétsi hodnoty ztratovych
uhll, jez se neménily tak znac¢né jako u vyssi koncentrace. Kvili tomu, ze obsahuji méné
pevnych castic.

Obecn¢ vystupy z metody mikroreologie ukazovaly na to, Ze dochdzi k at’ uz castecné nebo
uplné agregaci studovanych systétmti HK, nicméné ve velké mife zalezi na
prostedi a koncentraci, jelikoz zde panovaly rozdily v molekularni organizaci HK.

5.1.7 Gelova permea¢ni chromatografie

Pfi méfeni vzorkd pomoci gelové permeacni chromatografie byly pouzity tfi typy detektort:
UV - VIS, dRI a LS detektor (multiangle light scattering neboli MALS detektor).
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Obr. 46 Chromatogram se signadly z jednotlivych detektorii pro vzorek HK ve vodé pH 12 (1 g/l)

Obr. 46 zobrazuje ptiklad chromatogramu se signaly z jednotlivych detektord pro fadu HK
ve vods pH 12 (konkrétné pro 1 g/dm?), kde lze vypozorovat pik v elunim &ase 17 — 22
minut, ktery pravdépodobné odpovida agregatim studovanych HK. V elu¢nim case 22 — 50
minut pak chromatogram ukazuje, ze HK byly asociované do vétSich celkd, nicméné byly
piitomné i jednotlivé molekuly HK. Ve studovaném vzorku (1 g/dm®) se agregati
vyskytovalo pomérné malo, jelikoZ koncentra¢ni detektor dRI skoro nic nezaznamenal. I pies
to, ze jejich obsah byl nizky, vSak tyto Céstice rozptylovaly vétSinu z celkového mnozstvi
rozptyleného svétla vSemi casticemi ve vzorku. Proto (i diky relativnimu méfitku)
Castice V rozmezi 22 — 50 minut elué¢niho ¢asu nejsou na MALS detektoru vidét.
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Obr. 47 Chromatogram — zobrazujici koncentracni efekt pro radu HK ve vodé pH 12 (signal z MALS
detektoru)
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Obr. 48 Chromatogram — zobrazujici koncentracni efekt pro radu HK ve vodé pH 12 (signal z UV —
VIS detektoru)

Srovnani koncentra¢niho efektu (signal z MALS a UV — VIS detektoru) pro fadu HK ve
vodé pH 12 je vyobrazeno na Obr. 47 a 48. Prvni chromatogram (MALS detektor) ukazuje,
ze se béhem méfeni pfili§ nic neméni. Jelikoz je na ose y relativni métitko, hodnoty jsou vzdy
vztazené k celkové hodnoté rozptylen¢ho svétla, nicméné pozice pikli jsou naprosto stejné.
Opét se zde vyskytuji zieymé agregaity HK v eluénim c¢ase 17 —21 minut, poté
supramolekularni asociaty a jednotlivé molekuly HK v elu¢nim ¢ase 22 — 50 minut. Bohuzel
vzhledem k relativnimu méfitku, agregaty HK zastini obrovskou intenzitou rozptyleného
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svétla mensi molekuly a dale nejsme schopni nic zaznamenat. Avsak na UV — VIS a dRI
detektoru lze vidét neagregované HK pf vysSich koncentracich. Od vzorku 3 g/dm?®
vzhledem k vysoké koncentraci nebylo mozné zaznamenat cely UV — VIS chromatogram,
jelikoz bylo méfeni nad detek¢nim limitem detektoru.
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Obr. 49 Chromatogram — srovnani jednotlivych koncentracnich rad pro vybrany vzorek 1 gll
(signal z MALS detektoru)
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Obr. 50 Chromatogram — srovndni jednotlivych koncentracnich rad pro vybrany vzorek 1 gll
(signal z UV — VIS detektoru)

Pro posouzeni vlivu prostfedi, kde se HK nachazeji, na molekularni organizaci byly
srovnany chromatogramy pro vybrany vzorek HK ve vodé pH 12 pro 1g/dm® viz.
Obr. 49 a50. Vysledky ukazuji, ze jak pro alkalické, tak pro neutralni prostfedi odlisna
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piiprava vzorku zpusobila konformaéni zmény ve struktuie HK. Signal z MALS detektoru byl
opét pomérn¢ nedostacujici v diasledku pifitomnosti agregatli, jez zastinily mensi Castice.
Nicméné porovnani se signdlem z UV — VIS detektoru ukéazalo, ze opét se ve vzorku
nenachazi téchto agregatii velké mnozstvi. Nasleduji supramolekularni asociace a jednotlivé
molekuly HK v elu¢nim ¢ase 20 — 50 minut. Z vysledku vyplyva, ze v neutralnim prostiedi
fada HK v 0,1M NaOH+01M HCI obsahovala vice supramolekularnich
asociaci a jednotlivych molekul nez tomu bylo v neutralnim prostiedi HK v 0,1 M NaCl, kde
byly Castice srazené¢ do vétSich celkli. Naméfené chromatogramy vypadaji podobné, coz
souvisi s tim, ze HK v 0,1 M NacCl byly vice zagregované, a podstatna ¢ast t€ch agregati byla
odfiltrovana, to co vidime, jsou jen ty neagregované HK. V alkalickém prostiedi nebyl
rozdil v molekularni organizaci HK pfili§ velky. Obecné pii meéfeni metodou gelové
permeacni chromatografie U niz8ich koncentraci byl signdl z jednotlivych detektori slabsi
(ptfedevsim U koncentracni fady HK v 0,1 M NaCl), jelikoz zde mohla byt pomérné nizka
koncentrace studovanych HK z disledku filtrace vzorku pfed méfenim sttikackovym filtrem
(0,45 um).

Stanoveni molekulové hmotnosti HK

Pomoci gelové permeacni chromatografie lze zjistit molekulové hmotnosti studovanych
systému. U sloZitych systémi HK nejsme schopni pfesné charakterizovat jejich molekulové
hmotnosti, nicméné v rdmci této diplomové prace byla snaha alesponi vypozorovat jejich
primérné molekulové hmotnosti, konkrétné to, jak se méni v riznych prostredich, kde byly
HK rozpusténé. Vysledky jsou uvedené v Tab. 8.

Tab. 8 Primeérné molekulové hmotnosti HK

Vzorek 1. Pik — Mr (Da) 2. Pik — Mr (Da)
HK ve vodé pH 12 31470 3093
HK v 0,1 M NaOH 41907 3243
HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M
31508 5971
HCI
HK v 0,1 M NaCl 19021 7073

Vyssi hodnoty ptimérnych molekulovych hmotnosti u vSech koncentrac¢nich fad (1. pik)
odpovidaji pravdépodobné agregatim HK, kdezto ty nizsi (2. pik) zase supramolekularnim
asociacim a jednotlivym molekuldm HK. Nejvyssi hodnoty primérnych molekulovych
hmotnosti agregati (1. pik) byly naméfeny u koncentra¢ni fady HK v 0,1 M NaOH, naopak
odfiltrovana pii piipravé vzorku pro méfeni (0,45 um stiikackovy filtr). Logicky vzato by
mély byt hodnoty nejvyssi pravé u této fady, coz naznacuji 1 hodnoty druhého piku, kde se
prumérné molekulové hmotnosti posouvaji smérem k vétSim casticim.

Pik odpovidajici supramolekuldrnim asocidtim a jednotlivym molekuldm HK mél nejvyssi
stanovenou hodnotu v fadé¢ HK v 0,1 M NaCl, nejnizsi vSak v ptipadé HK ve vodé pH 12. Je
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ziejmé, ze vysSi obsah nizkomolekularnich iontl zptsobil posun v primérné molekulové
hmotnosti stanovené pro druhy pik, coz naznacuje, Ze kdyby nebyla provedena filtrace pii
ptipravé vzorku pro méteni, tak by pravdépodobné byly hodnoty priimérnych molekulovych
hmotnosti stanovené pro prvni pik v piipad¢ koncentra¢nich fad HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M
HCl a HK v 0,1 M NaCl vyssi. Nicméné naméfené hodnoty jsou opravdu pouze piiblizné
vzhledem ke komplikovanosti charakterizace struktury systému HK.

5.1.8 Frakcionace HK

Jak uz zde bylo zminéno nékolikrat, HK maji slozitou strukturu, proto by frakcionace mohla
pomoci separovat tyto latky na mensi frakce, jez by bylo mozné snaze charakterizovat. Byla
vybrana frakcioniza¢ni metoda postupné frakcionizace podle pH pufru, ktera prokazala, ze
rozpustnost HK pfi velmi nizkém pH (pH 2 — frakce 1) je pomérné¢ mala. Nejvice HK bylo
ziskano pti pH 4 (frakce 2), 6 (frakce 3), 8 (frakce 4). U vyssich pH (10, 12) se vytézek opét
snizoval. Nejvice alkalické prostfedi pH 12 (frakce 6) prokazalo kupodivu ponékud malou
schopnost rozpoustét huminové kyseliny. U rozpusténych frakci 2, 4 doslo po 48 hodinach
protiepavani k poklesu pH, u ostatnich frakci tomu bylo piesné naopak (viz. Tab. 9)

Tab. 9 Vysledky potenciometrického stanoveni pH

Frakce pH pied frakcionaci (-) pH po frakcionaci (-)
1 2,25 2,27
2 4,14 3,63
3 6,75 6,82
4 8,13 7,18
5 9,88 9,98
6 12,21 12,38

UV — VIS spektrometrie

Rozpusténé frakce HK byly postupné charakterizovany za pomoci UV — VIS spektrometrie,
kde byly ziskany pfedevSsim hodnoty absorbanci dulezitych vlnovych délek 280,
465 a 665 nm. Pomér Ases/Ases (oznacovan také jako Es/Eg) je tzv. humifikaéni index.
Humifika¢ni index ndm poskytne informaci o poméru mezi ligninovymi strukturami
odolnymi vi¢i humifikaci a mnoZstvim ,,mladych® HK (v prvnim stupni humifikace) viz.
kapitola 5.1.3. Absorpéni pomér A (280 nm)/A (465 nm) udava pomér mezi lignitovymi
strukturami odolnymi vuéi humifikaci a mnozstvim lignitu. [154]

73



Tab. 10 Primeérné hodnoty humifikacnich indexii a absorpéniho poméru A280/465 pro vSechny pH

Frakce HK Popis frakce HK Agsiees (-) Aogoraes (=)
1 pH 2 2,76 5,22
2 pH 4 2,14 13,26
3 pH 6 2,10 28,10
4 pH 8 2,33 6,63
5 pH 10 3,59 14,47
6 pH 12 2,33 7,52

Humifikacni indexy jednotlivych frakei se 1iSi pouze nepatrné az na frakci 5, kde je hodnota
humifika¢niho indexu pomérné vyssi. Obecné hodnoty humifika¢nich indexti ukazuji, ze se ve
struktufre HK nalézalo mnozstvi aromatickych struktur. Divodem vysSiho humifika¢niho
indexu pro frakci 5 muize byt, ze pti pH 10 se struktura HK zménila, mohlo napf.
dojit k rozpadu ¢asti nékterych agregati. Naméfena UV — VIS spektra zaznamenaly
posun k vy$§im absorbancim u frakei 2, 3, 5, coz je logické, jelikoz tyto vzorky byly
nejtmavsi vzhledem k tomu, Ze se zde HK rozpoustély nejvice. U dalSich frakci byly
namétené absorbance nizsi.
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Obr. 51 UV — VIS spektra jednotlivych frakci HK
Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla nam poskytla zajimavé informace o konformaci
jednotlivych frakei v roztoku, vysledky muzeme vidét na Obr. 52 a 53 nize. Opét nebyly
vzorky pro méfeni filtrovany, jelikoZ neobsahovaly viditelné srazeniny HK.
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Obr. 52 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych frakci HK
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Obr. 53 Objemova distribuce velikosti cdstic pro jednotlivé frakce HK

Dle namétenych distribuci velikosti ¢astic, HK pii hodné nizkém pH maji tendenci se
vysrazet z roztoku v podob¢ agregatli o velikosti piiblizné okolo 1 um. Ve vzorku se patrné
nachézeji ¢astice jesté vétSich rozméri, ale bohuzel jsou pravdépodobné opét nad detekénim
limitem pfistroje. Se vzristajicim pH dochazi k tomu, ze HK tvofi jednotky o velikosti 400 —
500 nm, coz odpovida supramolekularnim micelam, nicméné¢ i ¢astice o nékolik um velikosti
se v roztoku také nachazeji, avSak ne v pfili§ velkém zastoupeni. V alkalickém pH dochézelo
opét K nartustu velikosti ¢astic diky tomu, ze HK maji tendenci své fetézce protahovat (viz.
Obr. 9)
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Elektroforeticky rozptyl svétla

Abychom zjistili, zda jsou jednotlivé frakce HK stabilni ¢i ne, byla pouzita opét technika
elektroforetického rozptylu svétla.

Tab. 11 Nameérené hodnoty zeta potencialii pro vSechny frakce s odchylkami méreni

Frakce Zet?n?\(;;encml Odchylka
1 -14,47 2,61
2 -15,30 1,57
3 -16,13 1,05
4 0,24 0,13
5 -33,43 1,41
6 -40,57 1,79

Naméiené hodnoty zeta potencialt (viz. Tab. 11) vypovidaji o tom, Zze az na pH 10 a 12
byly vzorky pomérné nestabilni. V piipad¢ frakce 4 nebylo mozné zeta potencidl ani vibec
naméfit, jelikoz byl vzorek az ptili§ tmavy na to, aby ho laser prosvitil. Nepodatilo se to ani
za pouziti odlisSné DSC 700 cely. V rtznych hodnotach pH se konformace HK neustéle
ménily. Tim, Ze se nachazely nejdiive v pH kyselém, se zacaly srdzet do vétSich celkd, coz
zpusobilo destabilizaci ptivodni struktury. Se zvySovanim pH (neutrdlni oblast) se HK zacaly
v prostiedi nejenom vice rozpoustét, ale 1 jejich konformace se zménila tim, Ze mély tendenci
alespot z casti zjednodusSit svou strukturu. V alkalickém pH vSak opét zmeénily svou
molekularni organizaci, coz zfejm¢e v tomto piipade zapricinilo stabilizaci struktury HK.

Gelovad permeacni chromatografie

Pfi méfeni vzorkd pomoci gelové permeacni chromatografie byly pouzity tii typy detektord,
nicméngé, jak zde bylo fec¢eno, napt. signal z MALS detektoru byl nékdy az pfili§ slaby, proto
byly vybrany data namétené pomoci UV — VIS detektoru viz. Obr. 54.
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Obr. 54 Chromatogram jednotlivych frakci HK — vystup z UV — VIS detektoru

Chromatogram jednotlivych frakci HK naznacuje, ze v ptipadé frakce 1 (pH 2) castice HK
zna¢éné zagregovaly. Vzniklé agregaty se pii piipravé vzorku na méfeni odfiltrovaly a pravé
proto zde chybi vSechny ¢astice, které maji eluéni ¢as pod 30 minut. Coz nam dokazal i signal
z MALS detektoru, kde byly vysledky vyrazné zatizeny neZadoucim Sumem, nebyl detekovan
témét zadny rozptyl svétla od ¢astic z tohoto vzorku. Jelikoz byly ¢astice pomérné velké,
tak v relativnim méfitku dochazi k zakryti rozptylu ostatnich Castic, proto v oblasti 20 —
35 min elu¢niho ¢asu nebylo (v ptipadé MALS detektoru) skoro nic vidét. Co se tyce dalsi
frakci tak 1ze usoudit, Ze s rostoucim pH (od pH 4 a vyse) jsou chromatogramy pomérné
podobné. Prvni pik v oblasti elu¢nich ¢ast 17 — 20 minut odpovida velkym agregatim. Dalsi
pik odpovidd normalnim (nezagregovanym) HK a ¢astecné asociovanym molekulam, proto je
tak Siroky. Kazdopadné v neutrdlni oblasti pH dochazi k asociaci do micel nejvice, jelikoz
absorbance roste v oblasti 20 — 25 minut elu¢niho ¢asu. Dale s rostoucim pH v téhle oblasti
klesa absorbce, ale postupné roste pik velkych agregati mezi 17 —20 minutami, takze
pravdépodobné vzniklé asociaty se postupné jesté vic shlukuji a prfechazi na jesté vétsi shluky,
piipadné se rozpadaji na jednodu$$i molekuly s niz$i molekulovou hmotnosti (roste totiz
intenzita pikd v oblasti elu¢nich ¢asu 27 — 35 minut). V piipad¢ frakce (pH 8) byla velka
koncentrace nad detekénim limitem UV — VIS detektoru, proto je pik neuplny. U ostatnich
detektort byl signal velmi podobny.
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Obr. 55 Chromatogram se signdly z jednotlivych detektori frakce 3 (pH 6)

Ukazka celého zaznamu z chromatogramu se signaly z jednotlivych detektort pro frakci 3
(pH 6) je znazornén na Obr. 55. Vysledky naznacuji, Ze nejprve se vylu¢ovaly kolonou velké
agregaty castic, které maji v ptipadé UV — VIS detektoru pomérné uzky pik. Neni jich vSak
moc, coz naznacuje maly dRI signal (koncentraéni detektor). Avsak tim, ze jsou ¢astice velké,
tak rozptyluji obrovské mnozstvi svétla, coz zobrazuje signal z MALS detektoru. Dale se
vylucuje velky pik nejprve asociati molekul, které postupné v distribuci
splyvaji sjednotlivymi molekulami (eluéni ¢as od 20 skoro do 45 min.). Tyto ¢astice absorbuji
pomérné vyrazné, ale tim, Ze jsou tak malé oproti velkym agregattim, tak se na MALS skoro
neprojevuji.

Tab. 12 Namérené hodnoty primérnych molekulovych hmotnosti a gyracnich polomérii pro jednotlivé

frakce HK (prvni pik)

Frakce Mr (Da) mggﬁ?{c%? polo?n)g;'a(cr:lr:ﬁ) mggﬁ?{(!/‘;?
1 1249 5,2 48,0 9,7
2 7967 0,6 47,4 1,1
3 24708 0,8 52,6 1,1
4 25 575 08 55,4 1,0
5 24511 0,8 67,0 09
6 21964 0,8 48,8 1,3
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Tab. 13 Nameérené hodnoty primérnych molekulovych hmotnosti a gyracnich polomérii pro jednotlivé
frakce HK (druhy pik)

Frakce Mr (Da) mggﬁ?ﬂ/ﬁ poloﬁl)éel;‘a(cr?r;) mg‘gﬁ?{‘!/l:;l
1 861 15,6 69,5 24,3
2 4310 0,9 49,3 1.9
3 2311 2,8 60,9 42
4 2 820 2,9 63,1 5.9
5 4 640 3,1 65,5 5,3
6 5 570 42 70,4 7,3

O tom, ze Castice ve frakci 1 (pH 2) byly znacné zagregované, byly odfiltrovany pfi
ptipravé vzorkli pro méfeni, a tim padem mély vzorky nizkou koncentraci HK,
svedéii vysledky  stfednich  molekulovych ~ hmotnosti a  gyracnich  poloméru
uvedenych v Tab. 12 a Tab. 13. Plati to obzvlast¢ pro Tab. 12, jez zobrazuje naméfené
hodnoty pro prvni pik chromatogramu. Obecné vystupy z gelové permeacni chromatografie
poskytuji cenné vysledky o distribuci ¢astic HK a davaji do vzdajemného vztahu velikost
Castic, jejich molekulovou hmotnost a koncentraci, a to vSe v zavislosti na pouzitém prostredi.
Pouze v ptipadé¢ HK v NaCl jsou data z GPC zatizeny pomérné velkou chybou, jelikoZ bylo
nutné pii pfipravé vzorku na méteni provést filtraci pies stiikackovy filtr o velikosti 0,45 um,
takze velka Cast Castic byla odfiltrovana.
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6 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo souborem né€kolika analytickych metod prostudovat zmény
konformace a molekularni organizace huminovych kyselin v zavislosti na jejich

koncentraci a zpusobu a podminkach pfipravy jejich roztok. Prace volné navazuje na
predchozi bakalatskou praci s tim, ze zde byly pouzity IHSS HK Leonardite standard.

Vysledky potenciometrického méieni pH vykazuji ptiblizné konstantni hodnoty u vsech
prostredi, avSak u koncentra¢ni fady HK v neutrdlnim prostiedi (HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M
HCI) dochazelo k mirnému exponencialnimu poklesu se zvySujici se koncentraci.

Metoda  pfimé  konduktometrie  poskytla  ponékud  rozpoluplné  vysledky,
nicméné U HK v neutrdlnim prostfedi byly hodnoty pomérné konstantni, avSak u fady
HKv 0,1 M NaCl dochiazelo k poklesu se zvySujici se koncentraci, coz dochazelo
i v alkalickém prostfedi v ptipadé¢ HK v 0,1 M NaOH. Koncentra¢ni fada HK ve vodé pH
upravené na 12 nepodléhala Zadnému trendu, coz mohlo byt zptisobeno odlisnou ptipravou.

Z namétenych UV — VIS spekter byly odecteny hodnoty absorbance pii 465 nm
(E4) 2665 nm (Es). Nasledné byl vypocitan, coz je pomér Aggs/Ases, 0znacovan také jako tzv.
humifika¢ni index. Obecné hodnoty humifika¢nich indexti v pfipad¢ vysokych koncetraci
byly nizsi, coz znamena, ze se ve struktufe HK nalézalo mnozstvi aromatickych struktur, se
snizujici koncentraci se vSak hodnoty ménily na vyssi.

Pro studium distribuce velikosti ¢astic v jednotlivych vzorcich byla pouzita neinvazivni
nedestruktivni metoda dynamického rozptylu svétla. Intenzitni distribuce velikosti ¢astic
ukazuje, ze v nejvetsim mnozstvi rozptyluji ¢astice s velikosti v rozmezi 300 — 500 nm, coz
odpovidd supramolekularnim miceldam HK, jelikoZz jednotlivé struktury HK jsou
prevazné o velikosti do 100 nm, nicméné¢ Castice o velikosti nékolik mikronti se v roztoku HK
nachazeji také, avSak v pomérn€¢ malém mnozstvi. Vétsi castice 0 nékolika mikronti
pravdépodobné vznikly asociaci vice mensich stavebnich jednotek, ¢i micel HK do agregatu.
Nutné je taky vzit v tvahu, ze v roztocich jednotlivych koncentracnich fad se mohou
vyskytovat Castice jeSt¢ daleko véEtSi nez ty, které ndm ukazuji naméfené distribuce, ale
metoda dynamického rozptylu svétla bohuzel neni schopnd je zaznamenat, jelikoz vétsi
Castice jiz nepodléhaji Brownovu pohybu. Koncentra¢ni fada HK v 0,1 M NaCl vykazovala
uplné odlisné chovani nez v ptipad¢ ostatnich prostiedi, coZ zpisobuje jeji zplsob piipravy.
Piidavek 0,1 M NaCl zvysil iontovou silu roztoki natolik, ze HK se v tomto prostiedi mély
tendenci uplné agregovat do vétSich celkti (micel). Ziskané vysledky jsou v souladu se
supramolekularnim, miceldrnim konceptem.

Technologie elektroforetického rozptylu svétla byla pouzita k charakterzaci povrchového
naboje huminovych kyselin, naméfenim hodnoty zeta potencialu Ize snadno zjistit, jestli je
systém v daném roztoku stabilni ¢i ne. V piipadé fad IHSS HK v neutradlnim prostiedi obecné
dochazelo k destabilizaci systému, nicméné se zmenSujici se koncentraci se jejich stabilita
nepatrné zvysSovala. Naproti tomu koncentracni fady IHSS HK v alkalickém prostiedi se
jevily pomérné stabilni. V porovnani s HK v bakalaiské praci byly absolutni hodnoty zeta
potencidlu v neutralnim prostfedi pomérné nizsi, kdezto u HK v alkalickém prostfedi byly
VySSi.
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Pomoci metody mikroreologie jsme schopni zjistit, zda je zkoumana latka viskozni ¢i
viskoelastické povahy. Po porovnani viskozit pro vSechny koncentra¢ni fady HK bylo
zjisténo, zZe nejvetsi viskozitu vykazovalo prostiedi HK v 0,1M NaCl. Jak uz zde bylo feceno,
tato koncentracni fada vykazovala znacny srazeci proces, diky tomu obsazené ¢astice vétSich
rozméru kladly vétsi odpor polystyrenovym casticim, nicméné s veétSi frekvenci naméhani
dochazelo k poklesu viskozity u vSech koncentra¢nich tad. Obecné vystupy z metody
mikroreologie ukazovaly na to, ze dochazi k at’ uz caste¢né nebo uplné agregaci studovanych
systému HK, nicméné ve velké mife zalezi na prostiedi a koncentraci, jelikoz zde panovaly
rozdily v molekularni organizaci HK.

Dalsi metodou pouzitou pro charakterizaci syst¢tmiit HK byla gelovda permeacni
chromatografie, kde byly porovnavany signaly ze tii typta detektort (MALS, UV — VIS, dRI).
Pfi méfeni koncentrovan&jsich vzorkt (od 3 g/dm®) bohuZel nastal problém s detekénim
limitem, avSak obecné jako prvni vétSinou prochazely elucni kolonou vétsi agregaty, poté
nasledovaly supramolekularni asociace a jednotlivé molekuly HK. Srovndnim koncentra¢niho
efektu (signal z MALS a UV — VIS detektoru) bylo zjisténo, Ze zminénych agregatl se ve
vzorcich nachazelo pomérné malo. Dale byl posouzen vliv prostfedi na molekularni
organizaci HK. Vysledky ukazuji, Ze jak pro alkalické, tak pro neutralni prostfedi opét odlisSna
ptiprava vzorkl zptisobila konformacni zmény ve struktute HK. V neutrdlnim prostiedi fada
HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI obsahovala vice supramolekularnich asociaci a jednotlivych
molekul nez tomu bylo v neutradlnim prostfedi HK v 0,1 M NacCl, kde byly ¢astice srazené do
vétsich celkd. V alkalickém prostfedi nebyl rozdil v molekularni organizaci HK pfili§ velky.
V neposledni fadé byly stanoveny ptiblizné primérné molekulové hmotnosti HK, kde vyssi
hodnoty pimérnych molekulovych hmotnosti u vSech koncentra¢nich tad (1. pik) odpovidaji
pravdépodobné agregatim HK, kdezto ty niz§i (2. pik) zase supramolekularnim
asociacim a jednotlivym molekuldam HK. Obecné pfi méfeni metodou gelové permeacni
chromatografie u niz§ich  koncentraci byl signal z jednotlivych detektortt —slabsi
(ptedevsim U koncentracni fady HK v 0,1 M NaCl), jelikoZ zde mohla byt pomérn¢ nizka
koncentrace studovanych HK z disledku filtrace vzorku pfed méfenim stiikaCkovym filtrem
(0,45 um).

Posledni metodou vyuZitou pro studium IHSS HK byla frakcionace, protoze, jak uz zde
bylo zminéno nékolikrat, HK maji sloZitou strukturu, z tohoto diivodu by frakcionace mohla
pomoci separovat tyto latky na mensi frakce, jez by bylo mozné sndze charakterizovat. Byla
vybrana frakcioniza¢ni metoda postupné frakcionizace podle pH pufru, kterd prokazala, ze
nejvice HK bylo ziskano pii pH 4 (frakce 2), 6 (frakce 3), 8 (frakce 4). Rozpusténé frakce HK
byly postupné charakterizovany za pomoci UV — VIS spektrometrie, kde byly ziskany
predevsim hodnoty absorbanci dilezitych vinovych délek 280, 465 a 665 nm. Pomé&r Aygs/Ages
(oznacovan také jako E4/Eg) je tzv. humifika¢ni index. Obecné hodnoty humifika¢nich indexi
ukazuji, ze se ve struktufe HK nalézalo mnozstvi aromatickych struktur. Metoda
dynamického rozptylu svétla ndm poskytla zajimavé informace o konformaci jednotlivych
frakei v roztoku. HK pii hodné nizkém pH maji tendenci se vysrazet z roztoku v podobé
agregatl o velikosti pfiblizn€ okolo 1 um. se vzristajicim pH dochéazi k tomu, Zze HK tvofi
jednotky o velikosti 400 —-500 nm, coz odpovidda supramolekularnim micelam,
nicméné i ¢astice o nékolik ym velikosti se v roztoku také nachazeji, avsak ne v pfili§ velkém
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zastoupeni. V alkalickém pH dochazelo opét K naristu velikosti ¢astic diky tomu, ze HK maji
tendenci své fetézce protahovat. Méfenim zeta potencialu HK bylo zjisténo, ze v riiznych
hodnotach pH se konformace HK neustile ménily. Tim, Ze se nachéazely nejdiive v pH
kyselém, se zacCaly srazet do vétSich celkll, coz zptisobilo destabilizaci ptivodni struktury. Se
zvySovanim pH (neutralni oblast) se HK zacaly v prostfedi nejenom vice rozpoustet,
ale i jejich konformace se zménila tim, Ze mély tendenci alespon z ¢asti zjednodusit svou
strukturu. V alkalickém pH vSak opét zménily svou molekularni organizaci, coz
permeacni chromatografie byly pouzity tii typy detektord, nicméné, jak zde bylo feceno, napft.
signal z MALS detektoru byl n¢kdy az prilis slaby, proto byly vybrany data naméfené pomoci
UV — VIS detektoru. V piipadé frakce pH 2, HK zna¢né zagregovaly. Co se tyCe dalsi frakci
tak Ize usoudit, Ze s rostoucim pH (od pH 4 a vyse) jsou chromatogramy pomérné podobné.
Prvni pik v oblasti elucnich €asi 17 —20 minut odpovidd velkym agregatim. Dalsi pik
odpovida normalnim (nezagregovanym) HK a ¢aste¢né asociovanym molekuldm, proto je tak
Siroky. Kazdopadné v neutralni oblasti pH dochazi k asociaci do micel nejvice, jelikoz
absorbance roste v oblasti 20 — 25 minut elu¢niho ¢asu. Dale s rostoucim pH v téhle oblasti
klesa absorbce, ale postupné roste pik velkych agregati mezi 17 —20 minutami, resp. se
zvyraziuje pik v oblasti vysSich elucnich cast (27 —35 minut). Z toho lze usoudit, Ze
pravdépodobné dochézi jednak k ¢astecné agregaci supramolekuldrni asociovanych molekul
HK (zvyseni intenzity piku agregati v chromatogramu v oblasti 17 — 20 minut), a rovnéz ¢ast
z téchto asocidtl se rovnéz rozpada. To ma za nasledek castecné zjednoduseni struktury HK
spojené se zmensSenim velikosti jejich ¢astic (pozdéjsi eluce z kolony).V ptipadé frakce (pH
8) byla velka koncentrace nad detek¢énim limitem UV — VIS detektoru, proto je pik neuplny.

Souborem nékolika analytickych metod byly prozkoumany vzorky IHSS HK a v souhrnu
Ize fici, ze studované systémy vykazuji supramolekularni chovani a v nékterych ptipadech
podléhaji agregaci do vétSich celklt (micel). VSe je ovlivnéno koncentracnimi poméry,
prostfedim a zptusobem piipravy téchto slozitych systémi HK. Nicméné vysledky porad
nejsou dostacujici, a je proto nutné dalsi proSetfeni této problematiky.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

IHSS mezindrodni asociace pro huminové latky
HL huminov¢ latky

HK huminové kyseliny

FK fulvinové kyseliny

PAL povrchové aktivni latky

NOM pfirodni organickd hmota

PFA pentafluoranilin

PFP pentafluorfenyl

HFB hexafluorbenzen

EM elektroforeticka mobilita

MH molekulova hmotnost

SRFA Suwannee river fulvinové kyseliny
PAHA precisténé Aldrich huminové kyseliny
CMV cytomegalovirus

SDS dodecylsiran sodny

TX100 triton X-100

PAU polyaromatické uhlovodiky

GPC gelova permeacni chromatografie

SEC vylucovaci chromatografie

HPSEC vylucovaci chromatografie za zvySeného tlaku
LPSEC vylucovaci chromatografie za snizeného tlaku
HPLC vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

RP - HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverzni fazi
NMR nuklearni magnetickd rezonance
STDD NMR  nuklearni magneticka rezonance pienosu saturace s dvojitym rozdilem

RHSTD NMR nukledrni magnetickd rezonance reverzni heteronuklearni s pfenosem
saturace s dvojitym rozdilem

HILIC chromatografie hydrofilnich interakci

FT-IR infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
FT-ICR iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
UV - VIS ultrafialova a viditelna spektrofotometrie
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DLS
LDV
HRUS
DSC
TEM
ELS
DOSY
PCS
RPM
MS

ESI
MALDI
ICP - MS
OES
CE
MSD
PBS

Ases

dynamicky rozptyl svétla

laserova Dopplerova velocimetrie
vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
transmisni elektronova mikroskopie
elektroforeticky rozptyl svétla
difazi tizena spektroskopie

foton korelacni spektroskopie

pocet otacek za minutu

hmotnostni spektroskopie
elektrosprej

ionizace laserem za pfitomnosti matrice
hmotnostni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem
optickd emisni spektroskopie
kapilarni elektroforéza

mean square displacement
fosfatovy pufr

beta index

hydrodynamicky pramér

difuzni koeficient

dimenze

Boltzmannova konstanta

absolutni teplota

Ludolfovo ¢islo

dynamicka viskozita
hydrodynamicky polomér

zeta potencial

absorbance

molarni absorp¢ni koeficient
tloustka absorbujici vrstvy

latkova koncentrace

absorbance pfi vinové délce 465 nm
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absorbance pfi vlnové délce 665 nm
absorbance pii vinové délce 280 nm
povrchové napéti

vlnova délka

molarni koncentrace (mol .dm™ )

komplexni modul pruznosti ve smyku
elasticky modul

viskozni ztratovy modul

ztratovy uhel

polomér Castic

délka posunu

préh koagulace
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