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1. Cile prace

Cilem préace bylo:
- charakterizovat fluoresceéni centra (fluorofory) fitomna v izolatech jmnich
huminovych kyselinach a fulvokyselinach
- otestovat, zda fluorescence huminovych kyselin\akyselin podléha z&nam
pii pridavku ionfi kovi (Al) a zda fluorescence je pouzitelna ke sledovani
komplexace iont Al huminovymi kyselinami a fulvokyselinami
- promefit stabilitu fluorofofi pii ozarovani dlouhovinym UV z&nim a popsat

zmeny, k nimz @i oza‘ovani dochazi.



2. Uvod

Diky procedm podilejicich se na rozkladu zbgtkl rostlin a Ziv@icha se do
piirodnich vod dostavaji organické skeminy jako ligniny, proteiny, pektiny,
polysacharidy a taniny. Tyto latky jsou transforraoy biochemickymi procesyghem
nichz vznikaji vysokomolekularni latky. Tyto progegsou souhrn& nazyvany
humifikace a relativé stabilni latky, které i dekompozici vznikaji, se nazyvaji
huminové latky (Senesi, 1993; Dojlido a Best, 1993)

Huminové latky jsou sisi mnoha slotenin a svym charakterem odpovidaji
organickym kyselindm a fenioh. Jejich barva v rozmezi Zlutodd@ az velmi tmay
hnéda ukuje zabarveni ifrodnich vod. Podle Orlovél974) se molekularni hmotnost
padnich huminovych latek pohybuje v Sirokém rozme20 &z 800 000. Huminové
latky, predevSim huminové kyseliny¢asto byvaji malo rozpustné ve woda
biodegradaci podléhaji jen velmi pomalu (DojlidBest, 1993).

Deéleni huminovych latek je po¥mé problematické. Odén (1919) je r@htdo
¢tyt skupin podle rozpustnosti véeznych kyselinach, zasadach, alkoholu a veévod
s neutralnim pH. Bleni je nasledujici:

- huminové kyseliny se rozpougt v alkalickych roztocich a jsou nerozpustné

v mineralnich kyselinach a v alkoholu

- fulvokyseliny jsou rozpustné jak v kyselém piesi (pH piblizne 1) tak
v alkalickém prosedi
- huminy nejsou rozpustné ani ve ¥aneutralnim pH ani v alkalickém priesdi
- hymatomelanové kyseliny jsou rozpustné v zasadadkodolu, ale nerozpustné
v mineralnich kyselinach
O reco jednodusSideni uvadi nafiklad Schnitzer a Khan (1972a). Ti uvadi pouze
tiéi skupiny a jako kritérium zvolili rozpustnost vatocich o ézném pH. Huminoveé
kyseliny jsou rozpustné v roztocich s pH vyssSim 2eftilvokyseliny jsou rozpustnéip
vSech hodnotach pH a huminy jsou latky, které nejsapustné tbec.

Presna chemicka struktura huminovych kyselin a fupsghin dodnes nebyla
piesré uréena a vzhledem k jejich pramlivosti ztejmé ani nikdy nebude. Chemické
sloZzeni huminovych latek ukazuje tabulka | (Schenitz1971). Z fun&nich skupin
obsahuji molekuly huminovych latek hlavkarboxyly a fenolické OH skupiny.



Tab. I: Elementarni sloZzeni huminovych latek.

Prvek Huminové kyseliny | Fulvokyseliny
% hmotnosti % hmotnosti
C 50 - 60 40 — 50
H 4-6 4-6
@) 30-35 44 — 50
N 2-4 1-2
S 1-2 0-2
Teoreticka struktura huminovych kyselin, jak ji nalv

Schnitzer a Khan (1972b), je ukdzana na obrazkuPddle Gjessinga (1976) je
pramérny pongr mezi uhlikem, vodikem a dusikem obsazenym v muibdekuminové
latky okolo 32 : 5,5 : 1,1.
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Obr. 1: Teoreticka struktura huminovych latek (Schnitkdran 1972b).



Huminové latky jsou podstatnou sloZzkoudp Jejich pitomnost zlepSuje jeji
strukturu. VyuZivaji se k uprdva stabilizaci pd. Huminové latky se také pouZivaji
v pramyslu jako emulgatory, pigmenty a k odstvaani kotelniho kamene v kotlich
(Dojlido a Best, 1993).

Huminové latky se vyskytuji ve vySSich koncentrhoie vodach odvadjicich
bazinné nebo raSelinné UGzemi. agpbuji zbarveni vod, které zavisi na jejich
koncentraci a charakteru. Nejsijsi zbarveni z huminovych latek maji huminové
kyseliny. Existuje pozitivni vztah mezi molekulovdumotnosti huminovych latek a
jejich barvou, tedy¢im vySSi molekulova hmotnost, tim tmavsi barva (@/enal.,
1990). Intenzita zbarveni je dmvana hodnotou pH. Charakteristika zbarveni je sice
dana slozenim sl@eniny, avSak plati, Ze se wstajici hodnotou pH vista i intenzita
zabarveni (Packham, 1964).

Huminové latky vytveji komplexy s ionty kofy, hlavre s Fé*, AI*" a C\f".
Schnitzer (1971) uvadi, Ze roztok fulvokyselin on&entraci 100 mg/l dokaze
komplexré vazat 8,4 mg Péa 4,0 mg A" v jednom litru. Stabilitu komplexraznych
kova s huminovymi latkami studoval ndklad Mantoura et al. (1978). Uvadi, Ze
komplexy huminovych latek jsou m&mstabilni nez komplexy syntetickych latek jako
napgiklad EDTA. Kovy se tak po#iné snadno mohou uvitbvat do vody a diky této
nizké stabili¢ komplexi jsou biologicky dostupné.

Huminové latky maji také schopnost adsorbovat mmbuenin jako nafiklad
pesticidy. Ritomnost huminovych latek ve vodach zvySuje rozpostt dalSich
organickych slo&enin. Bylo zjiS&éno, Ze sodné soli huminovych latek snizuji povréov
napsti vody a funguiji tak jako povrchévaktivni latky, toto nize byt vysétleni pro
zvysSeni rozpustnosti dalSich organickych latek (8zkr, 1971).

Mnoho let byly huminové latky povazované za gomi neSkodné pro lidské
zdravi a z pitné vody byly odstravany pouze z estetickychivbdi. Pozaji vSak bylo
zjisteno, Ze mohou byt zdrojem nezadouciho pachu vodylom akumulovat toxické
latky tvorbou komplek s €zkymi kovy a adsorpci organickych stamin, jako
nagiklad s pesticid, polychlorovanych bifenyll a ftalati (Dojlido a Best, 1993). Také
bylo zjiS€no, Ze z nich ghem chlorace vody mohou vznikat nezadouci halogam@v
uhlovodiky (Reckhow et al., 1990). Huminové latlsoy také prekurzory toxickych
trihnalometari (Dojlido a Best, 1993).



V piirodnich vodach mohou byt huminové latky odbourgvamomoci
fotoiniciovanych oxidanich reakci, coZz ma za nésledekénm jejich fyzikalnich,
chemickych i biologickych vlastnosti (Zepp et 4B92; Moran a Zepp 1997).

Zdrojem energie pro fotochemické procesy iivqik je slun€ni z&eni.
Maximum intenzity slunéniho zdeni dopadajiciho na zemsky povrch lezi v rozmezi
vinovych délek 400 — 600 nm. Jen mal@st tvdi UV z&eni v rozmezi 290 — 400 nm
(Mecherikunnel, 1983; Weiner a Goldberg, 1985). fgtiniciovanych peménach
huminovych latek se vSak uplaje spiSe Z#@ni o vinovych délkach 290 — 400 nm.
Zareni o vinovych délkach kratSich nez 285 — 290 nmkgenpletrg pohlceno
v atmosfée (Smith a Baker, 1979; Baker et al., 1980). Spéhkitrdistribuci slunéniho

z&eni dopadajiciho na zemsky povrch zobrazuje obrazek
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Obr. 2: Spektrélni distribuce slutieiho zdéeni dopadajiciho
na zemsky povrch {pvzato z Denny, 1993).

Pritomnost slozek, které jsou schopny ve &a@bsorbovat nebo rozptylovat
z&eni, jejich povaha a koncentrace rozhoduje o toonja#é hloubky bude v daném
typu vody zé&eni pronikat (Zika, 1981). Ve sladkych povrchovyaobdach se proto
fotoiniciované reakce uplabji zpravidla pouze do hloubky¢kolika centimeti.
Povrchova vrstva vod je vSak neustale étovana diky promichavaniétrem a
teplotnimi rozdily, coz umaiije neustaly fisun nezreagovanych subsiratio

fotochemicky aktivni zény. Pré&huminové kyseliny, fulvokyseliny a jejich komplexy



s kovy jsou odpo¥dné za absorpci vyznamn#sti slunéniho zd&eni iniciujiciho
fotochemické reakce. &8ina latek schopnych absorbovaterd v ggirodnich vodach
muze vystupovat ve fotochemickych reakcich jako fetsstizatory, tedy latky schopné
piedat excitani energii ®které z latek, ktera sama neabsorbuje, a ta jeeddsl
substratem probihajici reakce. Absorbuijici latkymshou také stat samy substratem
fotoiniciované reakce (Zepp et al., 1981a; Zepal.etl981b; Zepp et al., 1985).

Fotochemicka reakce se skladackalika po sob nasledujicich reakci. Tyto
reakce se rozduji na primarni a sekundarni. Primarnimi reakcgsou reakce
excitovanych molekul, tedy molekul které absorbgvidton. Mezi primérni reakce
pati nagiklad tvorba radik@l fotoredukci nebo fotooxidaci, homolytické¢gni
kovalentnich vazeb za vzniku radikdbh penos energie ip fotosensitizovanych
reakcich bez tvorby radikal Sekundarnimi reakcemi jsou reakce meziprotuktiere
vznikly primarnimi reakcemi, a jsou tedy termick&gyne, 1970).

V tabulce 1l jsou shrnuty oxidai ¢inidla acastice, které se ve véadyskytuji,

nebo v ni vznikaji fotochemicky, a jejich zakladharakteristiky (Waite at al., 1988).

Tab. Il: Prehled oxidanichcastic vyskytujicich se ve vodach.

Castice | Prekursor | Hlavni reakce

O, oxidace DOM
o, DOM + O, |H,O (zhaSeni)
ROOs | DOM rekombinace ROOQOe

HO- NO; + H,O | DOM (hydroxylace)
HO- NO; + H,O | vznik stabilgjSiho radikalu
02_. e_aq + Oz VZﬂIk H202

Huminové latky obsahujadu chromofal tedy skupin odpasdnych za absorpci
z&eni. Ztohoto dvodu nevykazuji abso&pi spektra jasna odna absorgni
maxima, ale pohlcovani &ni se kontinuakhzvySuje s klesajici vinovou délkou v celé
oblasti UV z&eni od cca 400 nm do 190 nm (ve viditelné oblaati 450 nm je
absorpce z&ni WtSinou zanedbatelnd). Absorp spektra maji tedy nizkou
vypovidajici hodnotu o charakteru huminové latkyafiiews et al., 1996).

Nekteré z chromofar zodpowdnych za absorpci vykazuji fluorescenci — tedy

z&ivou deexcitaci vzbuzeného stavu. Takovéto chromyof@zna&ujeme jako



fluorofory. Fluorescence se d& vyuzit k charakte@ni zngn pii fotoiniciovanych
transformacich huminovych latek. Je-li v molekuleminové latky vice fluorofdr, je
meieni fluorescence obtigii oproti molekuldam s jednim fluoroforem, nébge
postupr’ maze nmenit excitani i emisni vinova délka.

Skute&nost, Ze v molekule huminové latkyude gFipadat na kazdy fluorofor
nékolik nefluorescentnich chromofior zpisobuje, Ze excitmi spektra nejsou inverzi
absorgnich spekter a Ze fluorescence ma nizky kvantovigzek, ktery se u
huminovych latek typicky pohybuje okolo 1 % (GreeBlough, 1994). Studie ukazuiji,
Ze optické vlastnosti huminovych latek zavisi ndgiclle molekularni hmotnosti
(Peuravouri a Pihlaja 1997, Chin at al. 1994). Tidkéé ligandy ovliviuji fluorescenci
v riznych spektralnich oblastech (Luster at al. 1996).

Zménu a posuny Vv excitaich a emisnich vinovych délkachaaeme obejit
pouzitim metody spektroskopie excma-emisnich matic (EEMS). iPtéto metod je
opakova® merena intenzita fluorescence v séfiznych vinovych délek excitaiho
z&eni. Tato metoda poskytuje dostaé informace Kk identifikaci tznych
fluorescewnich slozek i v komplexnich sisich (Christian at al. 1981; Lochmuler a
Saavedra, 1986).

Metoda EEMS poskytuje mnoho vyhod oproti tzv. géscan“ metodam. Data
mohou byt analyzovana jako excitd spektra, emisni spektra nebo exgitaemisni
spektra. Kromt toho metoda EEMS poskytuje specifickou informacflwroforech
rozpuséné organické hmoty (DOM) ve vzorku, a tdi gpouziti fluoresceéniho
maxima, tedy porru vinové délky excitace,ipniz je intenzita emise nejvyssi, a
vinove délky v emisnim maximu (EX%/EMmnay. EXna/EMmax NeNi zavislé na vinove
délce, kterou byla fluorescence vyvolana, nelio kieré byla mdtena, protoze
piedstavuje jednu kombinaci excitdch a emisnich vinovych délek, jejichz vysledkem
je maximalni fluorescence. V ,single-scan” usgmani se Ize Ex/Emmax dobratpouze
metodou pokus-omyl (Coble, 1996).

Vyhodou pouziti fluoresc&nich metod fi studiu huminovych latek je vysoka
citivost a malé naruSeni vzarkPomoci fluorescence Ize rozliSit DOM podle jejich
puvodu, obsahu aromatickych struktur a také podle prétu humifikace
(Kalbitz et al., 2000). Nevyhodou je to, Ze hodnfttarescence nemusi charakterizovat
celou molekulu, ale pouze |ejicast (Sharpless a MacGown, 1999;
Klementova et al., 2009). DalSim problémenizm byt vySe zmina mala kvantova

vytéznost fluorescence u huminovych latek.



Potencial metody EEMS je v jejim vyuZiti rfdgad @i ochrarg zdroj pitné
vody, ke klasifikaci potenciathvhodnych zdraj vody a i procesu Upravy pitné vody
nagiklad pred chloraci (Kumke et al., 1999, Marhaba et al.p020Marhaba a
Lippincott 2000).



3. Materialy a metody

Huminové kyseliny (HK) a fulvokyseliny (FK) bylyzolovany z @dnich
horizonti O, A a B na Sumava v Krkono$ich. Soupis vzaik lokality, typy mid a
horizonty, ze kterych byli izolovany, je uveden abailce Ill. Typy d byly
klasifikovany podle Taxonomického klasifi@ho systému i CR (2001).

Tab.lll: Seznam vzork lokality, typy pid a horizonty.

Vzorek |Lokalita Typ pud Horizont
B2HK | Sumava - Boubin kryptopodzol modalni FO
T15HK | Sumava - Trojmezna humuso-zelezity podzol| | O
T55HK | Sumava - Trojmezna humuso-Zelezity podzol| p E
B660HK | Sumava - Boubin kryptopodzol modalni s\B
N60FK | KrkonoSe - Slurimi udoli | podzol rankrovy B
N65FK | KrkonoSe - Slurii udoli | podzol rankrovy B
VA45FK | KrkonoSe - Pudlava podzol modalni zragdjin | Oy + Agt

Postup separace huminovych latek popisujeiikig Novak et al. (1999).
Vzorek pidy byl nejprve vol vysuSen na vzduchu a proset na 2 mm situ. Huminové
kyseliny byly gipraveny podle postupu International Humic Substan&ociety
(IHSS). Rida byla nejprve dekalcifikovana 0,1 M HCI a nasketply HK extrahovany
0,1 M NaOH. Extrakt HK byl wistén opitovnym vysrazenim, promyt destilovanou
vodou a zakoncentrovdn pomoci ultrafitmé cely Amicon (filtr YM 1K NMWL)

v atmosfée N,. Sodné humaty bylyipvedeny na Hformu pomoci kolony pkné silre
kyselym katexem Dowex WX4 v'Hcyklu. HK byly nasledi lyofilizovany v gistroji
HETO 8.0 @i pramérné teplo¢ -50 °C az do uplného vysuseni.

Fulvokyseliny byly izolovany standardni metodoualtblm, 1991) z mateého
louhu po vysrazeni HK. Nejprve byla upravena pH rutd roztoku na 2,5 a
fulvokyseliny byly sorbovany na kolgnplnéné Amberlitem XAD-8. Naslednbyla
kolona promyta destilovanou vodou a FK eluovanyM)NlaOH. Postup fevedeni

sodnych fulvai na fulvokyseliny a jejich lyofilizace je shodnypestupem pouzitym u



HK popsanym vysSe. Bezvodé preparaty HK a FK byhadsvany v temnu az do jejich
pouziti.

Lyofilizované vzorky byly rozpughy v ultratisté vod (Filter Premier CDP
6920, USA). Pokud bylo pi#ba z dvodi lepSi rozpustnosti HK, bylofiganim NaOH
pH zvySeno az na hodnotu 10. Hodnota pH byla néslegravena idanim 0,1 M HCI
na hodnotu 4. Hodnota DOC se pohybovala mezi haamo® — 40 mg/l. K gkterym
vzorkim byl pidan Al zroztoku vzniklého rozpugtim hlinikového dratu
v koncentrované HCI tak, Ze vysledna koncentras®ladho roztoku byla 1 g/l. Poté
bylo ot upraveno pH roztoku fganim 0,1M NaOH na hodnotu 4. Roztoky
s pidanym hlinikem byly ped oz&ovanim skladovany v temnuigs°C po dobu if
dni. Pred ozaéovanim byly vSechny roztoky vzaik zfiltrovany pges nylonovy
membranovy filtr 0,2 um.

Ozaovani bylo provéého v kemennych zkumavkach umisych
ve fotochemickém reaktoru Rayonet RPR 200 vybavehBmlampami RPR 3500
(Brandfort, CT). Lampy poskytuji UV #ani v rozmezi 300 — 400 nm s maximem
intenzity v 350 nm a s vyrobcem udavanou fotonowtenzitou 1,5 — 5 * 18 s* cm®.
Vzorky byly oz&ovany po dobu O (temna kontrola), 1, 2, 4, 7, 124ahodin. FA
s pridanym Al byly oz#@ovany po dobu 0, 1, 2, 4 a 7 hodin, protoze podéts uz byla
pozorovana intenzita fluorescence ti@k nulova a dalSi oravani tedy zbytné.
Celkovéa energie zani [ pokusu byla fiblizng 0,49 MJ n¥, vypoiteno jako intenzita
z&eni vynasobena 120 min dmaani (Porcal et al. 2009). Pro vyeb dopadajiciho
UV-A zéfeni na povrch Zeenv oblasti o zerpisnych soitadnicich 50°N a 15°E byl
pouzit model ,Fast simulation of downward UV dosiglices and irradiances at the
Earth’s surface”. MnoZstvi dopadajicihaedi na horizontalni povrch bylo vy§eno
pro zimni rovnodennost, jarni a podzimni slunowaaketni rovnodennost. Mnozstvi
energie B 120 min laboratorniho pokusu odpovida 7, 14,5%ah6dinam girodniho
slune&niho s¥tla béhem letniho slunovratu, jarni nebo podzimniho ralemmosti a
zimniho slunovratu. Teplota v reaktoru seqzaovani pohybovala v rozmezi 35 — 38
°C. ProtoZe fedchozi studie s neaehym vzorkem ukézaly zanedbatelny vliv teploty,
nebyl k chlazeni reaktoru Rayonet pouzit Zadny diblasystém, krom prirozeného
prouckni vzduchu.

Fluorescence byla #&ena spektrofluorimetrem RF-1501 od firmy

Shimadzu. Vzorky byly gteny ve fluorescemi kiemenné kyvet Fri méieni byl
vyuzit software Panorama fluorescence 1.1 od firBlyimadzu. Vzorky byly
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excitovany zéenim patnacti vinovych délek mezi 240 a 380 nm a0 nm. Emise
byla mefena kontinudléd v rozmezi 260 az 600 nm pro kazdou excitasinovou délku.
Vysledkem ndieni fluorescence byly exciiaé-emisni matice, jejichz 3D znazemi je
na obrazku 3.

Absorbance vzoilk byla mgfena v dvoupaprskovém spektrofotometru
Shimadzu SP-1601 wemennych kyvetach proti destilované wosl vyuzitim
programu UV Probe (Shimadzu). Absorbance jednathvyzorki byla méiena v UV i

VIS oblasti a to v rozmezi 200 nm — 850 nm.

Excitaéné-emisni maximum Exciténi
vinovéa délka

460 340
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Obr. 3: 3D znazorani excit&né-emisni matice.

Rozpus&ny organicky uhlik (DOC) byl analyzovan pomocfistroje TOC
5000A od firmy Shimadzu s vyuzitim chemické oxidacepalovani f 600 °C a v
piitomnosti platinového katalyzatoru.

U vzorka byl zjistovan nativni obsah Al a Fe pomoci atomového altsdnp
spektrometru Varian AA2 40Z s grafitovou kyvetown€entrace Al ve vzorcich byla
v rozmezi 0,2 — 18mol mmol* DOC. Koncentrace Fe ve vzorcich bylav rozmezi
0,9 — 1,5umol mmol* DOC.

Vzhledem k limitovanému mnozstvi vSech vZorkyla reprodukovatelnost
ovétena pouze na jednom vzorku a to FK N60. Toto byér@vano pro neozény

vzorek a pro vzorek orény ¢tyii hodiny, to vSe provedendikrat. Pro neoz&ny
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vzorek byla deedni hodnota a sfrodatna odchylka intenzity fluorescence 103,3 80,5
stredni hodnota a strodatna odchylka koncentrace DOC 6,0 £ 0,2. Préevgévzorek
byly hodnoty pro intenzitu fluorescence 94 *fra koncentraci DOC 5,43 £ 0,12.
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4. Vysledky

Béhem oz#ovani byl u vSech vzotkpozorovan pokles koncentrace DOC. U
huminovych kyselin (HK) se pokles koncentrace D@@dm 24 hodinového o#avani
pohyboval mezi 15 — 25 %. U fulvokyselin (FK) bylkdes koncentrace DOCGhem 24
hodin vySSi a pohyboval se mezi 25 — 40 %. Pokle€ i ozarovani u jednotlivych

studovanych vzorkje shrnut v tabulce IV.

Tab. IV: Procentualni pokles DOGilvemn 24 hodin ozavani.

Vzorek Pokles DOC
B2HK 25%
T15HK 20%
T55HK 15%
B660FK 40%
N60FK 25%
N65FK 35%
V45FK 35%

V neozdenych vzorcich HK byla hodnota excitédho maxima vzdy rovna 300
nm. U vzorki FK ozn&enych jako N60, N65 a B660 byla hodnota exeitho maxima
310 nm a u vzorku V45 byla 320 nm. Emisni maxireaz&enych HK se pohybovala
v rozmezi 425 — 435 nm. Emisni maxima FK byla vmezi 430 — 450 nm.

Béhem oz&ovani byl u huminovych kyselin pozorovarnfetelny nafst
fluorescence a soasné vytvéeni nového fluorescéniho piku. Maximalni
fluorescence byla pozorovana u vabr&zaovanych po dobu 12 hodin. Pokud byl
vzorek oz#ovan dale, dochazelo k &gipvnému poklesu fluorescence, jak je&ida
obrazku 4, na kterém je zobrazena série exgitamisnich matic pro vzorek T15. Na
rozdil od HK se fluorescence FK chovala od}isk vzorki N60, N65 a B660 byla
nejvyssi fluorescence u nedeaych vzork a sowdasré byl dolkre vyvinuty tvar
fluorescekniho piku. B ozaovani se fluorescence postépsnizovala. Zajimavé je

chovani FK V45, jejiz fluorescence se chovala podgako fluorescence HK athem
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ozaovani se zvySovala a vyt se fluorescami pik. Narozdil od HK se ale u V45

fluorescence zvySovala po celou doburozani.
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Obr. 4: Fluorescetni excit&né-emisni 3-D matice vzorku HK T15.
A: neozdeny vzorek; B: oz&ny 1 hodinu; C: ozény 4 hodiny;
D: oz&eny 7 hodin; E: ozény 12 hodin; F: ozény 24 hodin.
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Vzhledem k tomu, Ze koncentrace DOC se u jednatiwjzorki liSila, bylo pro
vyjadieni fotochemicky indukovanych zm pouzit vztah mezi relativni intenzitou
fluorescence a dobou dpaani. Relativni intenzita fluorescence byla brgaka pongr
mezi intenzitou fluorescence a koncentraci DO@¢emZz oboje bylo vyjaiedno
v procentech tak, Ze nedeédému vzorku bylaiffazena hodnota 100% asovy paibsh
fotochemickych zrén fluorescence ip ozaovani s pouzitim uvedeného vynosu je pro
vSechny studované vzorky znazémma obrazku 5.

Jak je vidt z obrazku 5, u vSech vzdrkHK dochéazi k etelnému ndistu
fluorescence &ghem prvnich 12 hodin ofavani. Relativni fluorescence FK sshbem
ozaovani néni jen minimalg. U vzorki N60 a N65 je pokles fluorescence prakticky
piimo anerny poklesu koncentrace DOC. U vzorku B660 je pekfluorescence
rychlejSi nez je rychlost fotochemického odbouraya@C. Op&na situace je u vzorku
V45, Kiivka relativni fluorescence vykazuje mirny &gty avSak svym gbéhem se lisi
od kiivky relativni fluorescence HK.

12
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Obr. 5: Fotochemicky indukované zmy intenzity fluorescence u vzark
HK a FK.
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Jak jiz bylo uvedeno, excitai maxima vSechritHK maji u neozéenych vzork
hodnotu 300 nm. U vzorku T55 vSaéhem oz#ovani po piblizné dvou hodinach gmi
na hodnotu 310 nm. Vzorky FK N60, N65 a B660 vykajmk u neozéenych vzork
tak i kthem oz&ovani konstantni hodnotu excitaho maxima 310 nm. U FK V45 se
pavodni hodnota 320 nm&ni u vzorku, ktery byl ozé&n 7 hodin, na hodnotu 310 nm.
Hodnota 310 nm sefipdalSim oz#ovani jiz nensni.

Emisni maxima vSech studovanych vzZorlkazuji postupny hypsochromni
efekt. Hypsochromni efekt, ¢kdy ozn&ovan jako blue shift, je posun emisnich
vinovych délek srem ke kratSim. Hodnoty a posuny vinovych délekitaxaich a
emisnich maxim pro jednotlivé vzorky jsou uvedesabulce V.

Tab. V: Hypsochromni efekt emisnich maxim vzotdK a FK.

Vzorek Emisni maximum Emisni maximunj
HK/FK neozd&eného vzorku po 24 hodinach
B2HK 429 nm 414 nm
T15HK 428 nm 411 nm
T55HK 430 nm 423 nm
N60FK 442 nm 430 nm
N65FK 442 nm 425 nm
B660FK 429 nm 403 nm
V45FK 444 nm 429 nm

V dalSi ¢asti prace byl zkouman vliv ioint hliniku, které byly k roztoku
piidavany ve formy AICI3 v koncentraci Al 100ug/l. Fidanim hliniku nedoslo k
Zadnym signifikantnim z#mam v poloze excita¢-emisnich maxim fluorescence u
vSech ti HK, doSlo ale ke zgmé relativni intenzity fluorescence. Vysledky pro HA5
a T55 jsou znazoemy v obrazku 6. Jak je z obrazku patrné, u vzorkb po gidani Al
nedoSlo Bhem prvnich sedmi hodin keretelné zminé fluorescence ve srovnani se
vzorkem bez fidavku Al. Mezi 7 a 12 hodinou oavani se vsakietelrg snizila
fluorescence v porovnani se vzorkem béavku. U vzorku T55 silanym Al je
béhem oz#ovani od poatku pozorovana miinvyssi fluorescence nez u vzorku
nativniho. VySSi fluorescence je pozorovana az dandcti hodin ozavani, pak

dochazi k poklesu, a hodnoty fluorescence po 24inkhoH jsou prakticky shodné.
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Vzorek HK B2 s pidanym Al byl oz#ovan pouze 7 hodin a za tuto dobu
nedoslo prakticky k Zadnynietelnym zm¢nam v relativni fluorescenci.
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Obr. 6: Zmeény relativni intenzity fluorescence u vzarkK T15 a T55
po @idani Al.

U vzorki FK N60, N65 a B660 ne#to pridani Al zadny vliv na polohu
excitatné—emisniho maxima. Pouze u vzorku V45 doSlo k rnjéhieu posunu

excitatniho maxima z 320 nm na 310 nm, a to ghdém prvni hodiny ozavani.

Tab. VI: Relativni intenzita fluorescence vzarkK bez gidaného Al a

s pidanym Al.
Doba Relativni intenzita fluorescence
ozarovani ( % pavodni fluorescence / % pogni koncentrace DOC
(hodiny) . . : .
bez gidaného Al / s fidanym Al
B660 N60 N65 V45

neozdeny 1/1 1/1 1/1 1/1

1 0,86/0,76 0,98/1,11 1,03/1,02 1,08/1p

2 0,87/0,79 0,96/1,15 1,03/1,1 1,22 /1,93

4 0,83/0,76 0,97/1,4 1,06/1,22 1,25/ 2,04

7 0,77 /0,67 0,98/1,69 1,05/1,4 1,45/2,13
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Po gidani Al relativni intenzita fluorescencéhlem oz#ovani mirg vzrostla u
vzorki N60, N65 a V45. U vzorku B660 doslo naopak k mimnépoklesu intenzity
fluorescence. Z#my intenzity fluorescence pdigani AP pro vzorky FK B660 a V45
jsou ukazany v obrazku 7. Vzorek V45 vykazuje ngdiynaiist fluorescence (vztazene
k obsahu DOC). Hodnoty relativni intenzity fluoresce vzork bez gidaného Al a
s pridanym Al pro prvnich sedm hodin dpaani jsou shrnuty v tabulce VI.

2.5

—]
O |
9 2
(@)
X
2 15 —e— B660FK
§ —— B660AI
§ —B— V45FK
% 1t — V45A|
S —— —o
R 05

0 T T T
0 2 4 6 8
doba ozaovéani (h)

Obr. 7: Zmeény relativni fluorescence u vzarlEK B660 a V45 po fidani Al.

Pro doplgni Udafi o chovani vzork pii ozaovani byla nitena absormni
spektra neozénych vzork i vzorki po oz@ovani v jednotlivych oZzavacichéasech.
Ptiklad absorpniho spektra jednoho ze vzdrk-K B660, je zndzogkm na obrazku 8.
Absorgni spektra vSech vzoikbyla velmi podobna svym filochem.
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Obr. 8: Absorgni spektrum neozéného vzorku FK B660.

Pro porovnani z#n, ke kterym dochézi u vzarlbéhem oz#ovéni, bylo pouZzito

zmeény absorbance #ani o vinové délce 250 nm a 400 nm, tedgmynabsorbance jak
v UV tak VIS oblasti. Absorbance byla vyj@&ha v procentech tak, Ze nefm@&mu

vzorku byla gidélena hodnota 100 %. Hodnoty absorbanci, igad jako procenta

absorbance neotného vzorku, jsou shrnuty v tabulce VII.

Tab. VII: Procentudlni hodnoty absorbanci jednotlivych vizork

Doba Absorbance (% neoz&eného vzorku)
ozar. 250 nm / 400 nm
(hodiny)] B2HK | T15HK | T55HK |B660FK | N60OFK | N65FK | V45FK

0 100 /104 100/ 100 100 / 100 100 / 100 100 / 100/ 100 / 100 100 / 100
1 100/78| 92/83| 97/96 93/88 98/94 97/9397/90
2 95/73| 89/76| 96/91 78/76 98/91 96/00 6/86
4 93/71| 90/71| 94/88 66/68 94/86 92/832/99
7 80/47 | 79/56| 90/78 46/54 91/82 88/[76 8/ 82
12 69/44| 66/40, 79/69 41/56 85/72 78/B378/59
24 43/14| 39/21| 62/49 24/44 67/53 57/4>57/38
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U vzorki HK B2 a T15 doSlo v UV oblastithem 24 hodin ozavani k poklesu
absorbance ofiblizné¢ 60 %. U vzorku HK T55 byl pokles absorbance v biMasti
mensi, pouze asi 40 %. Ve viditelném spektru dgfo24 hodinach k neftSimu
poklesu u vzorku B2 a to o cca 85 %. U vzorku T35 fdokles giblizné 80% a u
vzorku T55 byl pokles iiblizné 50 %. Pokud porovnametteh poklesi absorbanci u
jednotlivych vzork tak, Ze procentualni pokles ve VIS spektilinde procentudlnim
poklesem v UV spektru, zjistime, Ze pamAyis / Auv klesa, coz znamena, Ze pokles ve
VIS obasti je rychlejSi. Ne§tSi rozdil v rychlostech zémy absorbance je u vzorku B2
a nejmensi rozdil je u vzorku T55.

Pridanim Al doSlo u vSech vzoikHK ke zvySeni poklesu absorbance v UV
oblasti. Ve VIS spektru seriplavek Al projevil hlave na za&atku oz#ovani, kdy doSlo
k rychlejSimu poklesu, a tento efekt byl pozorovarsech sledovanych vzariK.

U vzorki FK N60, N65 a V45 doslogem 24 hodin ozavani k poklesu
absorbance v UV oblasti o zhruba 35 — 45 %. Nejvysdkles absorbance byl
pozorovan u vzorku B660, kde doSlo po 24 hodinagdiiovani k poklesu asi o 75 %.
Ve viditelném spektru byl pokles absorbance u vSeebrki mezi 50 — 60 %.
Porovname-li poklesy absorbanci ve viditelném a §péktru, zjistime, Zze u vzark
N60, N65 a V45 dochazi k rychlejSimu poklesu v pélgru. U vzorku B660 je tomu
naopak, zp&atku je sice pokles nepatrnyssi ve VIS spektru, ale pdilplizné sedmi
hodinach ozavani dochazi k vyrazrychlejSimu poklesu absorbanci v UV spektru.

Po idani Al dosSlo u vzork N60, N65 a V45 v UV oblasti k viditelnému
zrychleni Ubytku absorbance. U vzorku B660 doSlopa#t ke snizeni rychlosti Ubytku
absorbance v UV oblasti. Ve viditelném spektru mebywzorki N60, N65 a B660
pozorovan prakticky zZadny vlivifgdaného hliniku. U vzorku V45 doSlo padigani
hliniku k zrychleni Ubytku absorbance. Porovnamiblytky absorbanci ve VIS a UV
oblasti, zjistime Ze u vzolkN60 a N65 dochazi poridani Al ke srovnani rychlosti
odbouravani, obdoknjako u vzorku B660. U vzorku V45 stale klesa absoce
rychleji ve VIS spektru, avSak rozdil mezi VIS a Wygektrem neni jiz tak markantni

jako u vzorku bezipdaného hliniku.
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5. Diskuse

U vSech studovanych vzarkse hodnoty excitmich maxim pohybovaly
v rozmezi 300 — 320 nm a hodnoty emisnich maxirozmezi 425 — 450 nm. Tyto
hodnoty excitané-emisnich maxim odpovidaji kategorii ,huminova flascence” jak ji
uvadi Coble (1996). Protoze vSechny pouzité vzaniy izolovany z jid, vznikaly gi
procesu humifikace vinich horizontech pod povrchem, jejich fluorofosbyly pred
experimenty nikdy vystaveny UV #&ni a Ize je tedy povazovat za fotochemicky
nedotene.

U vSech vzork HK dochazi Bhem prvnich 12 hodin omavani k naistu
fluorescence. Tento n#st miZze byt zfgisoben fotochemicky indukovanym vznikem
novych fluorofofi. Druhym moZznym vysitlenim nafistu fluorescence je odkryti
existujicich fluorofol, takze nedochazi k jejich sti. Tyto fluorofory jsou pvodre u
neozdenych molekul uvnit slozitych struktur HK a &éhem oz#&ovani dochazi k
fotochemickému odbouravani  povrchovych strukta jejich odhaleni. fEtim
moznym vys¥tlenim je to, Ze s klesajici koncentraci DOC seZigai frekvence
intramolekulaniho fenosu exciténi energie a zvySuje se tedy kvantovaéggpst
fluorescence.

Fluorescence vzorku FK V45 se chova odlig ostatnich FK a fibéhem
zmeny fluorescence dhem oz#ovani se blizi HK. Rozdilné chovani tohoto vzorku
muze byt zgisobeno tim, Ze narozdil od ostatnich pochazi Zlygsidniho horizontu
a nedoslo u¢ho k takovym peménam jako u ostatnich (Kalbitz et al., 2000).

U vSech studovanych vzarkdochazi Bhem oz#&ovani ke zmné polohy
excitainé-emisnino maxima. Na poloze exc¢d-emisniho maxima ve vzorku se
podileji vSechny fluorescentni slozky ve vzorku afené. Zmny polohy maxima
mohou byt zpsobeny chemickymi zémami v molekule, nebo ztnami ve vlastnostech
rozpoustdla. Bylo napiklad popsano, Ze k hypsochromnimu posunu dochazi u
huminovych latek, pokud porovndvame vzorky ze sfatikvod a z vody migké. Tento
posun je nejspiSe #poben zrnou salinity roztoku (Coble, 1996; Del Castillo at,
2000). Toto ovSem nenkipad mnou ozavanych vzork, neba u nich hem pokusu
nedochazelo ke z&n¢ sloZeni roztoku. Za posun sram ke kratSim vinovym délkam,

tedy hypsochromni efekt, jsou zde odgahwy spiSe chemické zmy v molekule. Tyto

21



chemické zminy maji za nésledek zkracovani konjugovanych sy&tdmnformani
zmeny, které zvysuji rigiditu molekuly, a hlagreliminaci substituert které pispivaji
k hyperkonjugaci.

U vzorku HK T15 doSlo po #dani Al ke zvySeni fuorescence. Podle
Mulona et al. (2005) iiZe toto byt zpsobeno hustotou naboje iontu Al(lll) a
naslednym induknim efektem, coz se projevuje p&aevysSenim fluorescence u
fluorescentnich ligand hliniku, jako napklad chinolatovymi a katecholatovymi
podjednotkami.

U vzorku HK T55 doSlo poijdani Al k poklesu fuorescencehem prvnich
sedmi hodin oz@vani v porovnani se vzorkem befidavku Al. Pokles fluorescence
muze byt zmsoben c¢ast€né koagulaci rozpu8hého organického materialu
(koncentrace DOC byla u vzorku 8ganym Al o 16% nizSi nez u vzorku bez
piidavku), cast&né diky mikrokoagulaci vedouci k vy§S§imu samozha$leiorescence
a zamezeni odhalovani fluorofior

U vzorku FK V45 doSlo po iani Al k nejdtSimu nafstu relativni
fluorescence oproti vzorku bezigavku. Tento vzorek pochazi z vysSihidpiho
horizontu nez ostatni vzorky FK, proto &jreiejmé neprokhlo tolik chemickych
piemén, coZ niZe vysétlovat to, Ze se svym fotochemickym chovanim blizi
huminovym kyselinam.

Vysledky potvrzuji pedeslé vyzkumy Sharplesse a McGowna (1999)ii kte
studovali znény fluorescence vlivem Al u HK. Zjistili, Ze seslernd HK, vyvolané Al,
sice emituje fluorescenci, ale snizsi intenzitolioto miZze byt zmgsobenou
samozhasenim, nebo siim u &tSich agregat a v neposlednfad vliivem ubytku
latky zpisobenym koagulaci. Esteves da Silva et al. (19Qidosali interakci gdnich
FK s hlinikem pi nizkych hodnotach pH a zjistili Ze komplexy jsmére stabilni i
hodnotach pH < 4. Proto se déekavat, Ze § acidifikaci dochazi ke zvySenému
uvoliovani hliniku, pokud pH klesne pod 4,5. Vzhledeorku, Ze pH roztok bylo
upraveno na hodnotu 4, da sekéavat, Zze pokudiec dochazelo ke vzniku komptex
vznikaly komplexy pouze se slabymi vazbami. Totdzen byt vys¥tleni, pra@
nedochazelo k ovlivni chovani fluorofak, a i vliv na intenzitu fluorescence je
zanedbatelny.

V souladu s literaturou (n&pHautala et al., 2000), vykazuji abs@énp spektra

vSech vzork s klesajici energii zani pokles absorpce.
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6. Zavwkry

Spektroskopie s vyuzitim excdit@-emisnich matic je dinnou metodou ke
studiu fotochemicky indukovanych 2Zmv rozpustnych huminovych latkach.

Huminové latky podléhaji vyraznym fotoiniciovanytransformacim jiz po
laboratornim oz@vani viddu rékolika hodin, gicemz toto oz#ovani odpovida cca
nékolika desitkam az stovkam hodin éazani v girodnich podminkach — jde tedy o
zmeny, k nimz v girodé mtze dojit zatast letni sezony.

Spektroskopie s vyuzitim exatt@-emisnich matic neni nejvhoggi metodou
ke studiu komplexace iolnkovii huminovymi latkami, neltbéast molekul huminovych

latek obsahujicich fluorofor se nemusastnit komplexanich reakci.
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Prilohy

Priloha 1: Seznam zkratek

DOC - rozpu&tny organicky uhlik

DOM - rozpu&né organické latky

EEMS — spektroskopie excitas-emisnich matic
EXmax EMmax — excit&né-emisni maximum

FK — fulvokyselina

HK — huminové kyselina
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Priloha 2: 3D fluorescerni excitaéné-emisni matice vzorku HK B2
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Priloha 3: 3D fluoresce®ni excitatné-emisni matice vzorku HK B2 + Al(IIl)
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Priloha 4: 3D fluorescerni excitaéné-emisni matice vzorku HK T15
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Priloha 5: 3D fluoresce®ni excitatné-emisni matice vzorku HK T15 + Al(llI)
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Priloha 6: 3D fluorescerni excitaéné-emisni matice vzorku HK T55
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Priloha 7: 3D fluoresce®ni excitatné-emisni matice vzorku HK T55 + Al(llI)
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Priloha 8: 3D fluorescerni excitaéné-emisni matice vzorku FK B660
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Priloha 9: 3D fluoresce®ni excitatné-emisni matice vzorku FK B660 + Al(l11)
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Priloha 10: 3D fluoresceini excitaéné-emisni matice vzorku FK N60
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Priloha 11: 3D fluoresce#ini excitatné-emisni matice vzorku FK N60 + Al(lII)
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Priloha 12: 3D fluoresceini excitaéné-emisni matice vzorku FK N65
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Priloha 13: 3D fluorescefini excitatné-emisni matice vzorku FK N65 + Al(llI)

460 340

100 Ermi

80 2 320

|

| e
|2
R=]

| 400
[ 200
1| 200

! 150 Emi

43



Priloha 14: 3D fluorescekini excitaéné-emisni matice vzorku FK V45
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Priloha 14: 3D fluorescefini excitatné-emisni matice vzorku FK V45 + Al(lII)
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