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ABSTRAKT

Rozmanita struktura a obsah velmi riznorodych funkénich skupin huminovych kyselin jednak
¢ini tyto latky velmi vdéénym studijnim materidlem pro celou fadu védeckych pracovist,
predevsim vSak zapfiCinuje celou fadu jejich velmi zajimavych vlastnosti. Jedna se
primarné 0 vlastnosti spektralni, koloidni, elektrochemické, iontové vyménné a sorpcni.
Vyuziti huminovych kyselin v Sirokém oborovém spektru je predmétem dalSiho
vyzkumu a vyvoje. Tyto slozité heterogenni polydisperzni latky jsou pievazné cyklického
aromatického charakteru, coz podle nékterych studii ma za nésledek jejich hnédé zbarveni.
Obecné existuje vice teorii piedpokladajici jejich moznou sekundarni strukturu. Studium
struktury a konformace huminovych kyselin ve vodnych roztocich bylo hlavnim predmétem
této prace. Pro tyto ucely byly pfipraveny koncentrac¢ni fady huminovych kyselin ve ¢tyfech
ruznych prostiedich: 0,1 M NaOH, ve vodé s pH nésledné upravenym na hodnotu 12 (bazické
prostfedi), 0,1 M NaOH+0,1M HCI, 0,1M NaCl (neutralni prostredi). Ke studiu
konformace byly vyuzity tyto analytické metody: ultrafialova a viditelna spektrometrie,
dynamicky rozptyl svétla, elektroforeticky rozptyl svétla, méfeni hustoty, potenciometrické
stanoveni pH a pfima konduktometrie. Pfi experimentovani byl kladen diraz piedev§im na
¢istotu huminovych kyselin extrahovanych z lignitu.

KLICOVA SLOVA

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



ABSTRACT

The diverse structure and content of the highly varied functional groups of humic acids
determine these substances as a worthwhile study material for a number of scientific
institutions. Above all, the structure causes a wide range of their interesting properties,
especially spectral, colloidal, electrochemical, ion-exchange and adsorption properties. Humic
acids have variety of utilization in the industry while they have been the subject of a range of
further research and development. The character of these complex heterogeneous polydisperse
substances is mainly cyclic and aromatic, which according to some studies results in their
brown color. Generally, there are multiple theories assuming their potential secondary
structure. The aim of this study is the analysis of structure and conformation of humic acids in
aqueous solutions. For the purposes mentioned above a concentration series of humic acids
have been prepared in four different mediums: 0,1 M NaOH, humic acids in water with pH
modified to 12 (basic medium), 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI, 0,1 M NaCl (neutral medium). In
order to study conformations several analytic methods have been used: ultraviolet and visible
spectroscopy, dynamic light scattering, electrophoretic light scattering, potentiometric
determination of pH and direct conductimetry. Throughout the experimentation the emphasis
was mainly on the purity of humic acids extracted from lignite.

KEYWORDS

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

Huminové  kyseliny patii k pfirodnim organickym sloucenindm  vznikajicim
chemickym a biologickym  rozkladem organické hmoty a syntetickou Cinnosti
mikroorganizmii. Struktura huminovych kyselin je velmi rozmanitd a li§i se podle ptivodu,
nalezis$té, ale i doby odbéru vzorku, nebot’ se huminové kyseliny chovaji jako ,,zivy
organismus® a za vhodnych podminek méni svou strukturu. Tento cyklus premény struktury
je dulezitou soucasti padotvornych procesu. Jiz od pocatku byly moznosti vyzkumu struktury
huminovych kyselin tzce spjaty se stavem poznani v oblasti dostupnych analytickych technik.
S technologickym rozvojem se tak ménily i vSeobecné uznavané pohledy na samotnou
strukturu od pocatecniho polymerniho modelu az k sou¢asnému supramolekuldrnimu modelu.
Znalost struktury huminovych kyselin je nezbytna pro pochopeni jejich moznych fyzikalng —
chemickych interakci s latkami pfitomnymi v Zivotnim prostiedi a rovnéz k predikci jejich
potencidlnich  aplikaci  zejména Vv zeméd€lstvi, ochrané¢  Zivotniho  prostiedi,
prumyslu a farmakologii.



2 CIL PRACE

Cilem prace je prostudovat vlastnosti huminovych kyselin s ohledem na jejich molekularni
organizaci ve vodnych roztocich. Dale posoudit vliv koncentrace, zptisobu ptipravy pouzitych
systémil a typu prostiedi na konformacni zmény a stabilitu téchto biokoloidnich latek.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Historie vyzkumu a vyuziti huminovych latek

Pfiznivé ucinky huminovych kyselin (HK) na arodnost pudy jsou znamé jiz od stiedoveku,
avSak uz i Egyptané pouzivali raselinové obklady na IéCeni ran. Lidé ve sttedovéku objevili
1é¢ivé ucinky bahna a vznikaly prvni koupele a zacatky balneoterapie. LéCivé bahno vyuzivali
dokonce i pti 1éCeni vojakt béhem 1. svétové valky. To, Ze v téchto procesech hraji hlavni
ulohu pfedev§im huminové kyseliny, je nam znamé pouze kratkou dobu [1].

Prvni vyzkum huminovych kyselin pochazi z konce 18. stoleti, kdy némecky
chemik F. Achard uskute¢nil prvni extrakci huminovych kyselin z raselinist’ pomoci zasady.
Dalsi pokrok ve studiu huminovych latek (HL) pfiSel v roce 1804 zavedenim terminu humus,
o coz se postaral F. de Saussure. Humusem oznacil hnédé latky organického ptivodu v pade.
Pojem huminové kyseliny nicméné zavedl az Dobereiner, ktery ptiSel v roce 1822 na to, Ze
hlavni slozky HL maji kyselou povahu. Termin huminové kyseliny se zacal jeSté vice
pouzivat diky pokusum $védského chemika Berzelia, ktery v roce 1839 izoloval HL jako
frakce rozpustné ve vodé¢ a alkaliich. Pro dalsi studium klasifikace HL byl stézejni pocatek
dvacatého stoleti, kdy Odén oznacil HL rozpustné ve vodé jako fulvinové kyseliny
(FK) a zavedl déleni HL, jez je pouzivano dodnes. Az se zavedenim novych modernich
analytickych metod doslo k posunu vyzkumu vlastnosti a chemické struktury huminovych
slou¢enin [2,3].

3.2 Huminové latky

Huminové latky patfi mezi nejvice rozSifené komplexotvorné ligandy vSudypiitomné
Vv zivotnim prostiedi (v pud¢, vodach a sedimentech ekosféry) [4], nejcastéjSimi zdroji HL
jsou kaustobiolity —raselina, lignit a zoxidované hnédé uhli, tzv. oxyhumolit, vznikajici
chemickym a biologickym  rozkladem organické hmoty a syntetickou ¢innosti
mikroorganizmi. Obecné se proces vzniku HL nazyva humifikace, coz je prevazné soubor
anaerobnich enzymatickych a biochemickych pochodi a wuskuteciiuje se mineralizaci
vychozich latek [5,6]. V procesu humifikace hraje dalezitou roli rostlinny lignin a jeho
transformujici se produkty jako jsou napft. polysacharidy, melanin, proteiny, lipidy apod. [7].
Ze studii [8,9,10] bylo zjisténo, ze se HL vyskytuji dokonce i na Antarktidé, kde jsou
humifikaéni procesy velmi odlisné od jinych kontinenti diky specifickym klimatickym
podminkam.

SlozZitost a pozoruhodné vlastnosti HL neustale ptitahuji pozornost mnoha badatelt z celého
svéta. Dlouhodobym vyzkumem byly ziskdny nové poznatky o jejich struktufe,
fyzikalné - chemickych a biologickych vlastnostech, ale i pies to je stale obtizné urcit piesny
vztah mezi strukturou a aktivitou téchto latek [11].

HL jsou slozité vysokomolekuldrni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou
hmotnosti v rozmezi nékolika stovek az desitek tisici Da. Ve vodé se vyskytuji bud’to jako
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jednotlivé molekuly, nebo jsou vzajemné spojené slabymi vazebnymi interakcemi do
supramolekulérnich struktur a mohou se vyskytovat i jako miceldrni koloidy s hydrofobni
¢asti molekuly umisténou uvnitf a hydrofilni vné molekuly [12]. V disledku svého
chemického slozeni (aromatické jadro, funk¢éni skupiny) jsou HL schopné vazat
polarni i nepolarni latky a mohou tak mit vliv na biologickou dostupnost uréitych nutriett
(stopové prvky, aminokyseliny, lipidy apod.). Nezanedbatelné je rovnéz pozitivni puisobeni
HL na své okoli - napt. v pudé HL rozhodujici mérou ovliviiuji obsah dostupnych Zivin,
zadrzovaci schopnost pro vodu a rovnéz zvySuji sorpéni a samocistici schopnosti [5,6].

Rozkladnymi a syntetickymi pochody se z odumfelé rostlinné a zivoc¢isné hmoty v padé
tvofi tzv. humus, tmavé zbarvend amorfni organickd slozka piidy. Procesem humifikace
prochazi jen zhruba polovina primarni organické hmoty, zbytek se nasledné¢ mineralizuje.
Rozdily lze nalézt i mezi samotnymi druhy humusu. Vodni humus vznikd rozkladem
planktonu a vodnich rostlin a je méné stabilizovan nez pudni. SloZzeni humusu zavisi na jeho
puvodu (tekouci nebo stojaté vody). Kromé rozkladnych procesii probihaji i syntetické reakce,
polymerace a kondenzace. Humus se hromadi v pud¢, raseliniStich a dnovych sedimentech,
odkud rozpustné podily humusu ptechézeji do povrchovych nebo podzemnich vod. Nejvice
humusu obsahuje raselina (40 % az 55 %). Pfi humifika¢nich pochodech vznikaji zpoc¢atku ve
vod¢ castecné rozpustné HL a nakonec nerozpustné huminy, které jiz nemaji
vodohospodaisky vyznam [2]. Obsah humusu je vpudé vyrovnany, pokud je zajistén
pravidelny piisun organickych latek. ZvySenymi dodédvkami organickych latek lze zvysit
obsah humusu v pad¢ za 50 let 0 cca 0,2 — 0,5 %. Naproti tomu zapornou bilanci organickych
latek 1ze v relativné krat$i dob€ vyrazné snizit jeho obsah a tim i samotnou pidni Grodnost
[13].

3.2.1 Vznik huminovych latek

Teorie vzniku HL je dodnes v mnoha oblastech pfedmétem spekulaci. Podle Felbeckovy
studie vznikaji HL ¢tyfmi moznymi zptisoby:

e chemickou polymerizaci
e bunécnou autolyzou

e mikrobialni syntézou

e pfeménou rostlin

Hypotéza vzniku HL chemickou polymeraci ptedpoklada, ze mikroorganismy rozkladaji
rostlinny material na malé molekuly, pfitom spotiebovavaji uhlik a energii na syntézu fenold
¢i aminokyselin, a ty pak vyluéuji do svého okoli. Vyloucené Ilatky se poté
oxiduji a polymerizuji na HL.

V ptipad¢ bunécné autolyzy by se jednalo o HL, které vznikly jako produkt rozpadu bun¢k
rostlin a bun¢k mikrobl po jejich smrti. Vznikly heterogenni material by se tvofil pomoci

ndhodnych kondenzaci a volnou radikalovou polymerizaci bunécnych zbytkl (sacharidy,
aminokyseliny apod.).
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Vznik HL pomoci mikrobialni syntézy by probihal vnitrobunéénou syntézou
vysokomolekularnich HL a mikroorganismy by pak ziskaly uhlik a energii z bunécnych tkani.

Premeénou rostlin by HL vznikaly ¢aste¢nou preménou ¢asti tkéni rostlin rezistentnich viici
mikrobtim v puad¢€. Pivodni sloZeni rostlinného materialu siln¢ ovliviiuje nové vzniklou HL.
Nejprve, dochazi k humifikaci, kdy vznikaji vysokomolekularni HK a huminy. Ty jsou pak
¢astecné rozkladany za pomoci mikroorganismi na FK a poté na oxid uhli¢ity a vodu [14].

V literaturach [5] (viz. Obr. 1), [15], [16] miZeme najit dalsi teorie vzniku HL. Patii k nim:
e ligninova
e polyfenolova

e vznik HL kondenzaci aminosloucenin s redukujicimi sacharidy

\

Modifikovany lignin

Transformace

/ miIU'or)rgﬂnism}'

/ '

Sachandy Polyfenoly Aminoslonfeniny Ligninowve
dekompozicni
produlty

: |
! |

Chinony -
) +—— Chinony

Kondenzace sacharidi s

, Polyfenolova teorie Ligninova teorie
ANy

¥

Obr. 1 Teorie vzniku huminovych ldatek (Stevenson 1982) [5]

Ligninova teorie

Dlouhou dobu se piedpokladalo, ¢ HL vznikly z ligninu. Cinnosti mikroorganismi je
lignin netplné preménén a jeho zbytek se poté stava soucasti pidniho humusu. Lignin se
béhem procesu strukturné méni a ztraci methoxylové skupiny (OCH3). Methoxylové skupiny
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jsou puvodci tvorby orthohydroxyfenold a oxidace postrannich fetézci vedouci ke vzniku
karboxylovych skupin (COOH). Material dale prochazi rliznymi nezndmymi procesy, které
poskytuji jako prvni HK, poté FK. Tento zptsob je dolozen Waksmanovou ligninovou teorii.
Za piedpokladu, ze HL ptedstavuji systém polymert, vychozim produktem by byly HK, dalsi
oxidaci a fragmentaci by vznikly FK [5].

Waksman podal nékolik argumentti, aby podpofil ligninovou teorii:
e lignin i HK jsou se znacnymi problémy rozkladany velkou vétSinou hub a bakterii,
e lignin i HK jsou ¢aste¢né rozpustné v alkoholu a pyridinu,
e lignin i HK jsou rozpustné v zasadach a srazeji se v pfitomnosti kyselin,
e lignin i HK maji kysely charakter,

e pokud se ligniny zahfteji v alkalickém prostfedi, pfeméni se na HK obsahujici OCH3
skupiny,

e HK maji podobné vlastnosti jako oxidované ligniny.

Lignin neni piili§ snadno rozlozitelny mikroorganismy oproti jinym rostlinnym slozkam,
nicméné existuji v ptirodé mechanismy, kterymi se Gpln¢ aerobné¢ rozlozi. V ptipad¢, ze by
tomu tak nebylo, nerozlozené zbytky rostlin by se hromadily pfi ptidnim povrchu a organické
latky obsazené v pud¢ by se koncentrovaly, dokud by se nevycerpal v§echen CO; z atmosféry.
V normaln¢ aerobnich pidach muze byt lignin rozkladan na produkty, které maji nizkou
molekulovou hmotnost pfed syntézou humusu. Ligninové teorie pravdépodobné ptevlada pii
tvorbé humusu zraSeliny, jezernich sedimentii, Spatné¢ odvodnénych pid a mokrych
sedimentt [15].

Polyfenolova teorie

Polyfenolova teorie v sobé zahrnuje opét dulezitou roli ligninu v humusové syntéze.
Fenolické aldehydy a kyseliny uvolnéné z ligninu totiZ ptisobenim mikroorganismi prochéazi
enzymatickou pfeménou na chinony vznikajici oxidaci fenolt. Chinony maji poruseny
aromaticky kruh a v pfitomnosti aminosloucenin, ale 1 bez nich polymerizuji, za vzniku
huminovych makromolekul. Patfi zde 1 zpisob vzniku HL, kdy jsou polyfenoly syntetizovany
Z neligninovych zdroji uhliku (napf. celuldzy). Béhem reakci zahrnujici chinony je velice
znamym jevem tvorba latek hnédé barvy, ktery se uskutecituje pfi tvorbé melaninu. Dé&je se
tak napf. v mechanicky poskozené duziné zralého ovoce.

Za zdroje fenold pro syntézu humusu povazujeme lignin, mikroorganismy, elementarni
fenoly v rostlinach a tfisloviny, z nichZ nejdulezitéjsi jsou prvni dva zdroje.

Flaiguv koncept vzniku humusu:

= lignin, uvolnény z celuldézy pii rozkladu rostlinnych zbytkl, je oxida¢né Stépen za
vzniku primarnich strukturnich jednotek (derivaty fenylpropanu).
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= Vedlejsi fetézce stavebnich jednotek ligninu jsou oxidovany, dochazi
k demethylaci a vysledné polyfenoly jsou pfeménény na chinony pomoci enzymu
zvaného polyfenoloxidaza.

= Chinony vzniklé zligninu (popfipad¢ jinych zdroji) reaguji se slouceninami
obsahujicimi dusik a vytvoii tmave zabarvené polymery.

Roli mikroorganismi jakozto zdroji polyfenolii objasnila Kononova, ktera dosla k zavéru,
ze HL vznikly diky mykobakteriim rozkladajicich celulozu, pted rozkladem ligninu [5,15,16].

Kondenzace sacharidit s aminy

Dalsi moznosti vzniku HL je kondenzace aminosloucenin s redukujicimi sacharidy.
Polymerizaci redukujicich sacharidli a aminti bez pfitomnosti enzymu vznikaji hnédé dusikaté
polymery. Hlavnim argumentem proti této teorii je, ze reakce probiha pomérné pomalu pii
teplotaich za normalnich padnich podminek. Avsak, drastické a casté zmény v pidnim
prostfedi jako je mrznuti, tani, vlhko, sucho, spole¢né stim, jak se reaktanty misi
S minerdlnim materidlem, ma katalytické¢ vlastnosti, které mohou usnadnit kondenzaci.
Pozitivnim argumentem teorie je, ze reaktanty (sacharidy, aminokyseliny apod.) jsou
syntetizovany ve velkém mnoZstvi prostfednictvim mikroorganismi. Pfi kondenzaci
sacharidi s aminy nejprve dochazi k adici aminu na aldehydickou skupinu sacharidu, kdy
vznika N - substituovany glykosylamin. Glykosylamin se nasledné rozklada za tvorby N —
substituované 1 —aminodeoxy — 2 — ketosy. To je podminéno fragmentaci a vznikem 3 —
uhlikového fetézce aldehydu a ketonu (diacetyl apod.), dale dehydrataci a formaci reduktonti
a hydroxylmethyl furfurald. Tyto reaktivni slouceniny v pfitomnosti aminosloucenin ochotné
polymeruji za tvorby hnédé zbarvenych produktt [5,15,16].

3.2.2 Déleni huminovych latek

HL patii k tém latkdm, jeZ nelze klasifikovat jako jiné chemické tiidy sloucenin (napf.
proteiny) [12]. V dtsledku velkého poctu riznych organickych sloucenin pfitomnych v zivém
organismu, vedou jejich rozkladné a rekombinacni procesy k téméf nekonecnému poctu
molekul s sirokym spektrem vlastnosti [5].

HL lze z pevnych i kapalnych matric izolovat a dé¢lit na zakladé rizné rozpustnosti
v kyselém ¢i alkalickém prostiedi aplikaci sloupcové chromatografie [7].

Podle rozpustnosti ve vodnych roztocich se HL déli na:

e Huminy (nerozpustné)
e HL rozpustné ve vodé
— fulvinové kyseliny (FK)
— huminové kyseliny (HK)
Huminy jsou ¢ernohnédé latky nerozpustné ve vodé, alkoholech, zasaditych ani kyselych
roztocich a maji nejvyssi molekulovou hmotnost z HL. Chemickou strukturou i vlastnostmi se
podobaji HK [5].
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Vlastnosti jednotlivych frakci HL se vyrazné odlisuji (viz Obr. 2). Nejsvétlejsi zluté az
zlutozelené zbarveni maji FK, HK jsou uz tmavsi a maji zbarveni do hnéda, nejtmavsi jsou
pak cerné az ¢ernosedé huminy. Ruzné zbarveni ma souvislost s dal§imi vlastnostmi jako je
molekulova hmotnost, obsah zakladnich prvka (C, H, O, N) a funk¢nich skupin (napf.
karboxylovych, fenolovych apod.). Molekulova hmotnost roste od FK k humintim. Porovnani
obsahu prvki v HK a FK nam ukazuje tabulka 1 elementarni slozeni HK a FK [17].

HUMINOVE LATKY
| |

FULVINOVE KYSELINY HUMINOVE KYSELINY HUMINY

ZMENA BARVY
RUST MOLEKULOVE HMOTNOSTI
RUST OBSAHU UHLIKU
POKLES OBSAHU KYSLIKU
KLESA VYMENNA KAPACITA
KLESA ROZPUSTNOST

v
v

\ 4
v

v
v

v
v

v
v

v

Obr. 2 Rozdéleni huminovych latek podle zbarveni (Stevenson 1982) [18]
Huminové kyseliny mtizeme dale délit podle rozpustnosti v alkoholech na:
¢ Hymatomalanovou kyselinu, ktera se v alkoholu rozpousti
e Humusovou kyselinu, ktera se v alkoholu nerozpousti

K. Simon dale fadi k huminovym kyselinam také humoligninové kyseliny podobajici se
ligninu a lisicich se pouze svou nerozpustnosti v NaF [19].

3.2.3 Vlastnosti a struktura huminovych latek

Huminové latky jsou vysoce chemicky reaktivni a velmi nachylné k biodegradaci.
Charakterizujeme je jako neuvéfitelné komplexni koloidni smési, které nikdy nebyly
separovany na Cisté komponenty. Struktura HL a uspofadani jednotlivych stavebnich blokd
HL jsou pomérné zavislé na okolnim prostiedi, jelikoz jiz nepatrné zmény pH zptisobi rozbiti
huminovych polymeri ptivodni molekuly. Frakce HL poté volné asociuji S fadou volnych
radikalt, kovy ¢i neCistotami. Skladaji se pak ze stovek odlisnych molekul s mnoha riznymi
rozmery a mnoha zplsoby, jak se mohou orientovat pomoci otdfeni, ohybani, stlaceni,
rozpinani (konformacni zmény). V koloidnim stavu jsou drzeny pouze slabymi silami, avSak
jakakoliv zména pH roztoku, koncentrace nebo piitomnost kovovych iontl — pievazné
vapenatych — zpiisobi velké konformaéni zmény. Casova naroCnost téchto d&jii se muZe
pomérné vyrazné lisit [7]. Pfi hodnoté pH 1 se HK z roztoku srazi, zatimco FK zlstavaji
Vv rozpusténé formé. Diky tomu, ze jsou FK vice rozpustné, byvaji v pfirodnich vodach
Vv pfevaze. FK ve srovnani s huminovymi maji niz$i molekulové hmotnosti, obsahuji méné
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aromatickych struktur, vice alifatickych postrannich fetézcti a maji vice homogenni strukturu.
Hranice mezi obéma typy kyselin HL je velmi obtizné stanovitelna. Navic se mezi sebou
1i8i i elementarnim slozenim. Rozdily v elementarnich slozenich jednotlivych frakei jsou
zpusobeny rtznorodosti samotnych zdroja HL [17].

Tab. 1 Elementdrni slozeni huminovych a fulvinovych kyselin [20]

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

Udaje z elementarnich analyz vzorkit HK pochazejicich z riiznych zdrojii se odlisuji
V elementarnim slozeni, ale i reaktivitou. Pfi procesu tvorby HK (humifikace) se zvySuje
obsah COOH a C=0 skupin, pficemz obsah alkoholovych, fenolovych, a OCH3 skupin se
snizuje.

Déle bylo zjisténo, ze HK izolované z lignitu obsahuji vice aromatickych struktur
v porovnani S HK izolovanymi z oxyhumolitu bohat$ich naopak na alifatické fetézce [21]. FK
obsahuji az dvakrat vice karboxylovych skupin nez HK, ale nazory na obsah
fenolovych a hydroxylovych skupin se v literatufe zna¢né rozchézeji. Zejména karboxylové
skupiny maji relativng siln& kysely charakter (disociatni konstanty jsou fadu 107 az 107),
zatimco hydroxylové skupiny jsou jen slabé kyselé (disocia¢ni konstanty 10° az 10™Y).
Zasadni vliv na pH maji zejména substituenty v poloze ortho vici karboxylové skuping.

Kromé hodnot disociacnich konstant pfitomnych karboxylovych a hydroxylovych skupin je
kyselost HL ovlivnéna také polaritou (dipolovym momentem) molekul. Mezi vyznamné
vlastnosti HL dale patii schopnost tvorby nejriznéjsich komplexti predevsim s vicemocnymi
kationty. Tato vlastnost je ovlivnéna ptitomnosti karboxylovych a fenolovych skupin a také
aromatickou molekuly.

Vlastnosti HL jako je rozpustnost ve vodé, schopnost agregace a disociace, nabojové
pomeéry €1 schopnost vytvafet komplexy s kovovymi ionty, tizce souviseji s jejich sloZzenim,
které je ovlivnéno humifikaénim procesem. Vedle téchto procesit jsou také vyznamné
ovlivnény velikosti jednotlivych molekul a ¢astic, stupném jejich dispergace (pravé nebo
koloidni roztoky), polaritou, kterd je dana charakterem skeletu (aromaticky ¢i
alifaticky) a hlavn€ druhy, pocty a disocia¢nimi schopnostmi funk¢nich skupin.

Ve vétsiné ptirodnich vod se pfi béZnych hodnotach pH huminové latky vyskytuji jako
negativné€ nabité, povrchové aktivni makromolekuly. Jejich zdporny ndboj je dan pfitomnosti
funkénich skupin, zejména karboxylovych a hydroxylovych [12]. Mobilita HL v pude¢ je tizce
spjata s jejich nabojem, jelikoz naboj HK vyrazné ovlivituje i samotnou stabilitu HK
V koloidnim stavu. O tom, jaky bude mit HK naboj, rozhoduje typ a mnozstvi funkénich
skupin [22].
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3.3 Huminové kyseliny

Huminové  kyseliny piredstavuji  takovou frakci HL, ktera neni rozpustna
Vv kyselych a neutralnich vodnych roztocich, ale je v téchto roztocich rozpustnd pti vysSich
hodnotach pH. HK tedy mohou byt ziskany alkalickym louZzenim vhodné matrice a naslednym
okyselenim vyluhu [14].

3.3.1 VIlastnosti a struktura

Huminové kyseliny se povazuji za vysokomolekularni, multifunk¢ni, polykonjugované
systémy ptirodniho ptivodu. Jednéd se o vysoce reaktivni frakci HL, kterd se patrné nejvice
studuje vzhledem k moznym aplikacim [23]. Vanloon a Duffy [24] popisuji HK jako
komplexni aromatické makromolekuly, kde spojeni mezi aromatickymi skupinami zajist'uji
aminokyseliny, aminocukry, peptidy a alifatické slouceniny. Pfitomnost funkénich skupin
jako je karboxylova, karbonylova, hydroxylova v kombinaci s aromatickymi strukturami
poskytuje Siroké rozmezi interakci v adsorpénich procesech [23].

V piirodé mohou byt HK prezentovany v mnoha podobach — nejcastéji ve formé pevnych
latek, rozpusténé ve formé roztoki, ale také ve formé nabobtnalych hydrogelt [25].

V disledku chemického slozeni jsou HK schopné vazat polarni i nepolarni slou€eniny.
Roztoky HK maji v zavislosti na koncentraci pH kolem 3,5. HK jsou hor$imi reduk¢énimi
¢inidly nez FK [2].

Pudni HK maji molekularni hmotnosti v rozmezi od nékolika sto az do n€kolika set tisici
Daaskladaji se =ztady chemickych funkénich skupin, které =zajistuji jejich
hydrofobni/hydrofilni a polyelektrolytické vlastnosti [26].

Pii nizkych koncentracich HK, HK vodniho plvodu existuji priméarné jako rozpusSténé
ionty. Pii vysokych koncentracich jsou formovany koloidy a srazeniny. K agregaci
(shlukovani) dochazi pti reakci HK s kationty a protony. Agregace a disagregace ma vliv na
jejich biogeochemické chovani [16]. Obdobné vysledky pozoroval Simpson a kol. [27] za
pomoci difuzné —reflexni spektroskopie. Experimenty ukazaly, Ze agregaty HK odpovidaji
primérné molekulové hmotnosti nad 66 000 Da Vv koncentrovanych roztocich a 2500 —
6100 Da v mén¢ koncentrovanych roztocich.

Autorfi studie [28] koloidnich vlastnosti HK ve vodnych roztocich v zavislosti na
koncentraci a pH zjistili, ze sodné soli HK pti pH < 4, existuji ve vodnych roztocich jako 30 —
120 nm agregaty. Pifi pH >4 stav HK zavisi na koncentraci roztoku. Pii nizkych
koncentracich existuji jako jednotlivé molekuly, ale se zvySovani koncentrace
asociuji k tvorb&  supramolekularni  struktury (pfi 5mg/dm®) a micel (8 g/dm®).
Supramolekularni struktury zvySovaly adsorpci na jilové materidly a podporovaly projev
solubilizagnich vlastnosti HK v roztocich dokonce i u koncentrace 5 mg/dm?, ktera je o tii
tady niz§i nez kritickd micelarni koncentrace (8 g/dm?®).

Struktura

Schnitzer a Schulten (1992) demonstrovali, ze se HK skladaji pfedev§im z uhlovodiki,
fenolti, monomerti a dimert ligninu, lipidh (alkan®, alkend, mastnych kyselin, estert N —
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alkyld a alkylaromatt) a sloucenin obsahujici dusik [29]. Prokazala se pfitomnost relativné
velkych mnozstvi alkyl- substituovanych aromatickych uhlovodikli (Schulten a spol., 1991)

skladajicich se z aromatickych kruhti kovalentné spojenych s alifatickymi skupinami a fetézci
[30].
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Obr. 3 2D struktura navrhovand podle Schnitzera a Schultena (1993) [6]

V prvnich studiich Schulten ptedpokladal, ze alkylaromaty jsou stavebni bloky HK,
uvolnujici se béhem pyrolyzy z alkylaromatickych strukturnich siti. Schulten a Schnitzer
(1993) ptitazuji N — alkylaromatim vyznamnou roli [31]. Kyslik v HK je pfitomen ve formé
karboxyld, fenold a alkoholovych hydroxyl, estert, etherti a ketontl, zatimco dusik ve formé
nitrili  a N —heterocyklickych  struktur. Autofi  dale  predpokladaji,  ze
sacharidy a proteinogenni materialy nejsou integralni konstruk¢éni komponenty HK, ale jsou
adsorbovany elektrostaticky ve vnitinich doménach nebo na vnéjSich plochach. Ptitomnost
prazdnych mist v navrhované struktufe HK je jednim z nejzajimavéjSich rysu, jelikoz se zde
mohou zachycovat a vézat dal§i organické slouCeniny jako jsou sacharidy, proteinogenni
materialy, lipidy, anorganické latky apod. V roce 1997 ptevedli 2D strukturu do 3D projekce,
jelikoz 2D projekce nestacila pojmout vSechny funkcni skupiny obsahujici kyslik. Vysledek
lze vidét na Obr. 4.
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Obr. 4 3D struktura HK podle Schultena a Schnitzera (1997), modrozelend barva predstavuje
uhlik, bila vodik, cervend kyslik a modra dusik. [6]

Experimentalni studie [32] pfedpoklada tyto mozné struktury HK:

Obr. 5 Prredpokladané struktury HK: A — dimer, B — trimer, C — timer, D — hexamer [32]
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3.3.2 Reaktivita huminovych kyselin

Pro pochopeni interakci HK s riznymi at’ uz anorganickymi ¢i organickymi latkami, nebo pro
studium jejich fyziologické aktivity a pro predikci jejich chovani v piirozeném prostiedi,
ekosystémech, je nutnd jejich frakcionace [33]. Pfibliznou ptfedstavu o moznych vazebnych
interakcich mizeme odvodit z dosud znamych informaci o struktufe a z nékterych dalSich
vlastnosti HL. Na zéklad¢ dostupnych informaci tedy mizeme ptedpokladat nékolik typa
vazebnych interakci mezi HL a cizorodymi latkami pfitomnych v pade¢.

Pro studium reaktivity jsou dulezité strukturni formace jako napf. chinoidni oxida¢né —
redukéni struktury vykazujici schopnost tvorby semichinoidnich seskupeni. Oxida¢né —
reduk¢ni aktivita HK je znama jiz velmi dlouho, kde napf. huminové kyseliny pfipravené
Zraseliny byly hydrogenovany a pak titrovany ke stanoveni oxidac¢né — redukéniho
potencialu, ktery byl nalezen mezi 0,32 a 0,36 V. Pro HK byl také opakované zjistén pozitivni
EPR (elektronova paramagneticka rezonance) signal svédCici o existenci neparového
elektronu odpovidajiciho ziejmé semichinoidnimu uhlikatému radikalu. Zajimavé je v této
souvislosti napt. pozorovani ptimé redukéni schopnosti HK pfi redukci rtutnatych iontti na
kovovou rtut. Podobna redukcni aktivita HK byla pozorovéna pii redukci cr’ a Au®
a nékterych organickych barviv. Pravé chinoidni struktury jsou dosti dilezité pii pfimém
chemickém vytvareni kovalentnich vazeb humusu s cizorodymi latkami bez asistence
enzymatické katalyzy [17].

Vazba cizorodych latek a HL je silné€ ovlivnéna podminkami prostiedi jako je naptiklad pH,
iontova sila, koncentrace bez kovovych iontti a pfitomnost konkurenénich iontt [34].

Typy vazeb, které vytvareji HK s ostatnimi latkami, jsou nasledujici:

Iontova vazba

Vychazi z plisobeni elektrostatickych sil mezi fixnimi naboji pfitomnych funkénich
skupin a ionty vyskytujicimi se v roztoku. Uvazujeme- li iontovou vazbu, potom mtzeme ve
zjednoduSeném pohledu na HL pohlizet jako na ionexy, kterym lze v nckterych piipadech
pfisuzovat vlastnosti srovnatelné se syntetickymi ionexy. Vznik elektrostatické vazby u HL
predpokladame napf. v ptipadé¢ alkalickych kovli a amoniaku.

Koordinacéni vazba

vvvvvv

koordina¢ni vazba mezi makromolekularni matrici HL a ionty kovl schopnych tento typ
vazby vytvafet. Potencial ke vzniku koordinac¢nich vazeb je zde dan zejména znaénym
zastoupenim karboxylovych, fenolickych, a dal§ich funkénich skupin ve struktufe HL.
Piedpoveédét priabéh komplexotvornych reakci pro urcity typ HL, bude vzhledem ke slozitosti
struktury velmi obtizné, protoze vznik koordina¢nich vazeb, na kterych se budou podilet
karboxylové ¢i fenolické skupiny, bude ovlivnén hodnotou pH a mirou disociace téchto
skupin.

Kovalentni vazba

Interakce vedouci ke vzniku kovalentnich vazeb zde mohou byt rozdéleny na dvé skupiny:
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1. reakce probihajici bez vyuziti aktivity enzymu
2. reakce s vyuzitim biokatalyzy

Interakce kovalentniho typu byla prokazdna na pfelomu 70. a 80. let minulého
stoleti a jejim piikladem zde mize byt kovalentni vazba anthracenu na HK.

Vodikové mustky

I pies skutecnost, ze presna struktura HL zlstdva nedofeSena, lze na zaklad¢ prokazané
pritomnosti nékterych funkcénich skupin (amidova, laktamova, nitrilovd) piredpokladat
moznost vzniku vodikovych mustkii. Tyto vazby se, ackoliv maji nizky energeticky obsah,
mohou vyznacéné podilet na vazebnych schopnostech mezi HL a kontaminanty.

Hydrofobni interakce

Hydrofobni interakce vznika pfi kontaktu nepolarnich skupin (napt. alkylovych) nesenych
molekulami nachézejicich se ve vodném roztoku, kde tyto interakce mohou napt. vychazet
Z ptsobeni van der Walsovych sil nebo ptesunu « elektront [17].

Pro lepsi piedstavu vzniku jednotlivych vazeb poslouzi Obr. 6, ktery zobrazuje vznik

vazeb mezi receptorem bunky a virusovym ligandem.
receptor bufily  virnsowy ligand  receptor bufiley virnsovy ligand

Elektrostaické silv: Interakce mezi ; 5

opatné nabitimi naboji —NH3 "““C*g'

Vodikové vazby: vazba mezi atomem N-H -D—C(:g
' . - -

H a elektronegativnim atomem

Van der Waalsovy sily: slabe S

elelctrostatické interakcce mezi ) - b__—*

permanentnimi nebo indukovantmi

dipoly @ g -

Hydrofobni vazby: interakce T { ﬁ:' -_.'5 g

hydrofobnich skupin navzdjem s g &

cilem zmensit kontakt s okolnimi %

molelailami vody

Obr. 6 Vznik jednotlivych vazeb mezi receptorem buitky a virusovym ligandem [35]

Interakei HL s jinymi slou¢eninami strukturami vznikaji:

e soli nizkomolekularnich organickych kyselin —reakce organickych kyselin (napf.
kyselina octova, §tavelova) s mineraly (napi. magnezit, kalcit)

e soli alkalickych kovii a kovii alkalickych zemin — navazani alkalickych kationt (Na*,
K*, Ca?*, Mg?") iontovou vazbou na karboxylové skupiny HL. Déli se na humaty
(soli HK) a fulvaty (soli FK).
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e komplexy s kovy - podstatou tvofeni komplext s kovy je zaplnéni volnych orbitalt
kovii elektrony donorovych skupin ligandi. V padé roli ligandG pftebiraji
jednoduché organické slouceniny a funkéni skupiny v HL [14].

Cheldty s kovovymi ionty:

Chelatové komplexy jsou tvoreny, pokud dva nebo vice koordinovanych pozic okolo
kovového iontu jsou nahrazeny donorovymi skupiny jednoho ligandu pro vytvofeni vnitini
kruhové struktury.

Klesajici afinita organickych skupin na kovové ionty je ptiblizn€ v poradi:

-O0- > —NHy > —-N=N-> -COO- > -O-> C=0
enolat amin azo karboxyl ether  karbonyl

Poradi klesajici schopnosti kovovych iontl chelatace je nasledujici:
Fe3+ > Cu2+ > Ni2+ > C02+ > Zn2+ > Fe2+ > Mn2+

Komplexotvorné schopnosti HK do zna¢né miry zavisi na jejich obsahu kysliku funkénich
skupin jako je COOH, fenolova, OH a C=0 [15].

Komplexni charakter interakce mezi HL a kationty (H" a kovové ionty) je dan
heterogennim, polyelektrolytickym a polydisperznim charakterem HL, ktery je vysledkem
pfitomnosti riznych funkcnich skupin v trojrozmémé struktufe makromolekuly HL. Pfi
vys§im pH mohou nékteré hydrolyzovatelné kovy s HL vytvaret komplexy i prostfednictvim
svych hydroxokomplext [36].

Interakce HL s jily

o komplexy s jily — jsou tvofeny interakcemi HL s jily a zpisobuji zmény odrazejici se
v chemickych, fyzikalnich a biologickych vlastnostech ptdy.

e Vazebné interakce vznikajici mezi HL a jily jsou nasledujici:

e Van der Waalsovy sily — mezi atomy disledkem kolisani hodnot elektronové hustoty

e Kationtové mustky — mistky mezi souhlasn€ nabitymi strukturami HL a matrici jilu
tvoii kationty s vySsi valenci

e JVodikové vazby — mezi polarnimi skupinami HL a vodikem, ktery mtze byt soucasti
molekuly vody nebo silikatu v mineralu

o Adsorpce do poru jilu — pouze u nizkomolekularnich FK pii pH < 5,5 [37].

Interakce HL s barvivy

Sedlacek a spol. (2013) provedli zajimavou studii [38] o tom, jak HK ovliviiuji mobilitu
iontovych barviv v hydrogelech za pouziti diftznich cel, kde pozorovali difizi methylenové
modfi ve vodnych roztocich a agar6zovych gelech s a bez ptidavku HK. Vysledky ukazaly, ze
vazba methylenové modfi s HK vyrazné zpomaluje jeji transport, coz je charakterizovano
potiebou vySsiho Casu k penetraci u vzorkl s vyssi koncentraci HK. Nicméné vysledky

naznacovaly, Ze methylenova modi do ur¢ité miry interaguje S agarézou, coz by se stavat
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nemeélo. Celd problematika si vyZzadovala dal$i proSetfeni a vysledky dalSich experimentt
ukazuje studie [39], kde byla provedena nestacionarni difuze dvou kationtovych barviv
(Methylenové modii a Rhodaminu 6G) opét v hydrogelu s riznym obsahem agardzy a HK.
Experimenty provadéné pii riznych hodnotich pH a iontové sily prokézaly, ze interakce
HK a opacn¢ nabitych organickych barviv jsou mnohem slozitéjsi, nez se o¢ekavalo a nemély
by byt povazovany za pouhé interakce elektrostatickych sil.

3.3.3 Molekularni organizace

Jelikoz jsou HL heterogenni a polydisperzni, neni jednoduché urcit jejich sekundarni
strukturu a konformacéni uspofadani [5], nicméné tyto poznatky maji zasadni vyznam pro
mnohé procesy v zivotnim prostfedi, a proto se védci HL neustale intenzivné zabyvaji. Studii
na toto téma je opravdu nespocet, avSak nékteré nejsou jiz davno aktudlni, jelikoz se poznatky
neustile méni s vyvojem novych experimentalnich technik. Nejprve byly HL latky
povazovany za makromolekuly, coz vyplyvalo ze studii hodnot jejich molekulovych
hmotnosti, které mohou ptesahnout 1 000 000 Da [31, 40]. Aby mohla byt prostudovana
ptipadnd makromolekuldrni povaha HL, bylo potfeba prozkoumat dalsi vlastnosti jako je tvar
molekul, velikost apod. Visser (1964) ptisoudil HL rigidni globularni strukturu [41],
Orlovaspol. (1972) zase HL latky popsali jako flexibilni -elipsoidy [42]. Studie
Ghoshe a Schnitzera (1980) ukazaly, Ze pti vysokych koncentracich HK, nizkych hodnotach
pH ¢i vysokych koncentracich neutralnich soli, se formuji sférické koloidy a naopak pii
vysokych hodnotach pH, nizkych koncentracich HL a neutralnich soli, se formuji linearni
koloidy [43]. Autofi studii [5, 44, 45] byly =zastanci toho, ze HL maji polymerni
strukturu a skladaji se znahodné svinutych (stoenych) makromolekul majici protahly
tvar v bazickych roztocich, nebo v roztocich s malou iontovou silou, ale stanou se sto¢enymi
v kyselych roztocich nebo v roztocich s vysokymi hodnotami iontové sily. Nicméné nedavné
informace shromazdéné pomoci spektroskopickych, mikroskopickych,
pyrolytickych a mékkych ionizacnich technik nejsou v souladu s polymernim modelem HL.
Namitky proti polymerni teorii maji i studie jako napt. [46, 47, 48, 49, 50]. Vysoka
molekulova hmotnost totiz muze byt vysvétlena asociaci malych komponentti do agregati ve
vodnych roztocich s makromolekularnimi vlastnostmi. Navic Piccolo [27] podotyka, ze
tradiéni nazor polymerni struktury HL, neni podloZzen Zadnym piimym dikazem, ale
pfedpokladd se pouze na zékladé laboratornich experimentl s modelovymi
molekulami a vysledcich  vzniklych nespravné pouzitymi analytickymi postupy ¢i
matematickymi modely vyvinutymi pro ¢isté biopolymery. Novéjsi koncept piedpoklada
supramolekularni sdruZeni HL, ve kterém mnoho relativné malych a chemicky rtiznorodych
organickych molekul tvofi shluky spojené vodikovymi vazbami a hydrofobnimi interakcemi.
Dle vyzkumu Baigorriho a spol. (2007) se HL jevi jako slozené ze dvou hlavnich frakci.
Frakce vykazujici Vroztocich Cist¢ makromolekularni chovani (s pfitomnymi
makromolekulami nebo stabilnimi molekulovymi agregaty), a druhé frakce formované
molekularnimi agregaty (supramolekularni asociace), ktera zahrnuje molekuly nizkych
hmotnosti a ne¢istoty makromolekularni povahy [51].

V posledni dob¢ je nejdiskutovanéjsi koncept micelarni struktury tj. uspofadani organické

molekuly ve vodném roztoku za vzniku hydrofilni vnéj$i oblasti a hydrofobni oblasti po
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kontaktu s vicinalnimi molekulami vody [52]. Guetzloff a Rice (1994) vsak piedpokladaji, ze
ne vSechny HK komponenty, se podileji na tvorb¢ micelarnich agregata [53]. Chilom, Bruns,
Rice (2009) se snazili ovéfit, ze jedna tfetina komponent HK se chova jako surfaktant, a proto
maji HK amfifilni vlastnosti [54]. Ve studii Chilom a Rice (2009) navazali na piedchozi
experimenty a dale studovali strukturalni organizace HK Vv roztocich. Domnivaji, ze se HK
sklada ze tii frakci: dvou frakci kyselé povahy a jedné frakce podobné lipidim, majici rizné
role v procesu vlastni organizace. Experimenty provadéli pfimym porovnanim jejich
organizace s fyzikalnimi smési skladajici se ze tii frakci pomoci diferenéni skenovaci
kalorimetrie (Differential scanning calorimetry — DSC). Srovnavaci méfeni mérné tepelné
kapacity jako funkce teploty odhalily rozdily mezi pivodni HK a smési se stejnym
chemickym slozenim. Tyto rozdily poskytuji ptimy dikaz, ze struktura HK v pevném stavu,
je vice nez jen smési slozek a je urCena specifickymi interakcemi mezi jednotlivymi
komponenty. Studie naznacuje, Ze HK v pevném stavu maji hierarchickou, sloZzenou strukturu

[55].
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Obr. 7 Struktura micely [56]

Muscolo a spol. (2013) studovali HL jako pfipadné surfaktanty (tenzidy). Podle nich
HL z ptid a sedimenti mohou byt definovany jako surfaktanty na zakladé¢ meéfeni jejich
povrchového napéti. Autofi prace se rozhodli zhodnotit vlivy HL a derivati na jejich
vyrabénych HL pisobi pouze malo, nebo nemaji dokonce zadny vliv na povrchové napéti,
naproti tomu HL z ptirodnich zdrojii ovliviiuji povrchové napéti do velké miry. Bylo uvedeno,
Ze spontanni agregace vodnych roztoki HL muZe probihat na intramolekularni (zahrnujici
jedinou molekulu polymeru) nebo intermolekularni (zahrnujici vice fetézt) tirovni [57, 58].
Vnitini ¢ast téchto agregatii je relativné hydrofobni, zatimco vnéjsi je hydrofilni. Vliv HL na
povrchové napéti roztokt je dan jejich amfifilnim charakterem a zaroven tendenci se hromadit
na rozhrani voda — vzduch. Faktory jako koncentrace roztoku, pH a koncentrace iontd kova
urcuji vliv HL na povrchové napéti a tvorbu pseudomicel. D&je se tomu tak proto, Ze oba
efekty jsou projevy stejnych vlastnosti roztoku. VSechny HL zkoumané v této studii
prokazovaly schopnost ovliviiovat povrchové napé€ti, nicméné nemizou byt definovany jako
opravdové surfaktanty [59]. K podobnym vysledktim dosli i Klavins a Purmalis (2010) [60].
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3.3.4 Metody studia molekularni organizace HK

V prubéhu let se ukdzalo, ze zadny jednoduchy experiment nedokaze popsat povahu téchto
slozitych materialti, proto védci Casto vyuzivaji kombinace rtiznych metod, aby dosahli, co
nepiesnéjsich vysledka.

Gelova permeacni chromatografie

Pomoci gelové permeaéni chromatografie (Gel Permeation Chromatography — GPC) je
mozné separovat jakékoliv molekuly, které se 1isi svymi rozmeéry, pokud se dobie rozpousteji
v nckterém rozpoustédle. Na rozdil od absorpéni ¢i rozd€lovaci chromatografie je
separace U GPC zavisla pouze na velikosti molekul analyzovanych latek a téméf viibec
nezavisi na jejich chemické povaze. Chromatograficka kolona po GPC je naplnénd malymi
Casticemi gelu obsahujici péry riiznych rozmért. Prostory mezi zrny gelové ndplné i pory
vypliiuje rozpoustédlo (mobilni faze). Ziedény roztok vzorku Se nanese na vstup do
kolony a postupné je vymyvan mobilni fazi. Molekuly majici rozméry vétsi nez jsou rozméry
port, jsou z gelové naplné vylouceny (exkludovany), mohou se nachdzet pouze v prostoru
mezi zrny a prochéazeji kolonou bez zadrzeni. Potfadi eluce je takové, ze nejvétsi molekuly
opoustéji kolonu nejdiive a teprve potom odchdzeji z kolony molekuly s mensi molarni
hmotnosti [61].

Castou technikou vyuzivajici se pro studium HL je vyluGovaci chromatografie (Size
Exclusion Chromatography — SEC) pattici pod GPC, kde mechanismus separace probiha
pouze na zakladé molekulové hmotnosti. Mze probihat za zvySeného (High Pressure Size
Exclusion Chromatograph - HPSEC) i snizeného (Low Pressure Size Exclusion
Chromatography — LPSEC) tlaku. [62]

% %.28°
5
oNe)

.00
Q0O
\o/

Obr. 8 Separace vzorku prochazejiciho chromatografickou kolonou [63]
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Ackoliv je HPSEC védci velmi pouzivana metoda pro zjistovani distribuci molekulovych
hmotnosti vodnych HL, autofi ¢lanku [64] jsou vac¢i ni mirn€ skepticti. Problém vidi
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v reprodukovatelnosti méteni a presnosti, a proto se zaméfili na zlepSeni téchto parametri.
Nakonec vysledky ukazaly, Ze je nutné pii vyhodnocovani HPSEC metody postupovat
opatrn¢ a nepodcenovat detaily béhem méteni napiiklad molekulové hmotnosti, jelikoz
méfeni ovliviiuji faktory jako je vybér vhodnych standardt apod.

Piccolo a spol. (1997) se zabyvali chovanim HL v prostiedi jednoduchych organickych
sloucenin, kde sledovali zmény distribuce molekulové velikosti. U  sloucenin
HL s monokarboxylovymi, dikarboxylovymi a trikarboxylovymi kyselinami byl zaznamenan
posun v absorbancich od vysokomolekularnich k nizkomolekularnim velikostem. Mineralni
kyseliny, fenoly, alkoholy posun jako v pfipad¢ organickych kyselin nevykazovaly, jelikoz
jejich absorbance byla namétena stejna jako u HL samostatnych. Pfi reakci HL se silnymi
anorganickymi kyselinami se molekularni konfigurace méni na globularni tvary diky tvorb¢
inter - a intramolekularnich vodikovych vazeb po protonaci skupin HK. Piccolo se domniva,
ze vysledky jsou dikazem micelarniho chovani HL a maji vyznam z hlediska hydrofobnich
vazeb drzici huminové molekuly pohromadé. Organické kyseliny pronikaji do vnitini
struktury micely a zméni jeji stereochemické hydrofobni uspotfadani. V alkalickém prostredi
rozvinuté zaporné naboje narusi zdanlivé vysokomolekularni konfigurace a rozptyli je do
malych micel [48]. Piccolo a spol. (1999) v této praci porovnavaji HK z dvou rtiznych zdroju
odebranych ze sope¢nych pud. Ke studiu vyuzivali metodu HPSEC a vysledky chromatografii
ukéazaly pestré odliSnosti v zékladnich molekularnich strukturdch HK z rtznych zdrojt.
Piccolo zde poukazuje na moznost, Ze by se HL jako slabé vazané molekulové agregaty
mohly béhem HPSEC eluce narusit. Nakonec rozdily pfifadili vnitinim huminovym
vlastnostem jako je stabilita konforma¢ni struktury. HL se v roztocich chovaly jako volné
vazané asociace malych molekul, které mohou byt trvale rozptylené difuzi ptes vylucovaci
pory [49]. Piccolo (2002) pokracoval v piedchozich vyzkumech a potvrdil, ze velké mnozstvi
diikkazli ukazuje na alternativu pochopeni konformac¢ni povahy HL jako supramolekularnich
sdruZeni heterogennich a relativn€ malych molekul. Hlavnim aspektem supramolekuldrni
konformace je to, Ze je stabilizovdna prevazné slabymi disperznimi silami namisto
kovalentnich vazeb. Hydrofobni (van der Waalsovy sily, mw—=n interakce, CH —
7 interakce) a vodikové vazby jsou zodpovédné za vysoké molekulové hmotnosti HL [65].
Varga a spol. (2000) predpokladali micelarni chovani HL a pokusili se narusit predpokladané
micely ptidavkem organickych kyselin. Zmény sledovali na zaklad¢é retenéniho posunu
vylucovaci chromatografie. Soucasné vSak brali v potaz parametry jako je pH eluéniho
¢inidla, koncentrace soli, kapacita pufru. Vysledky naznalily, Ze retenni posun nebyl
zapti¢inén dusledkem micelarniho ¢lenéni, ale (zejména hydrofobnimi) interakcemi
zpusobenymi zménou pH na stacionarni fazi [66]. Nebbioso a Piccolo (2012)
izolovali a identifikovali huminové molekularni komponenty v oddé€lenych velikostnich
frakcich za pomoci HPSEC. V souladu se supramolekularnim konceptem zjistili, Ze
hydrofobni slouceniny se vyskytovaly ptfedevSim v nejvétsi velikostni frakci, zatimco
hydrofilni slozky byly eluovany Vv nejmensi velikostni frakci. Kromé toho,
slouceniny S linearnimi fetézci nebo skladajicimi se aromatickymi kruhy spojené v pravidelné
struktury byly hojné&jsi v nejvétsi velikostni frakei, zatimco nepravidelné tvarované slouceniny
branici sdruzeni do vétSich velikosti v nejmensi velikostni frakci. Dale vysledky ukazaly, Ze
HL jsou slozeny z heterogennich molekul nahodné se spojujicich v zavislosti na velikosti,
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tvaru, chemické afinité, hydrofobicité a strukturalni charakterizace jednotlivych molekul.
Omezenim jsou vsSak silné mezimolekulové interakce stabilizujici jejich supramolekularni
asociace [67].

Vysoce rozliSovaci ultrazvukovd spektroskopie

VétSina metod, které mohou byt vyuzity k objasnéni sekundéarni struktury HL, maji
omezeni jako je napiiklad slozeni mobilni faze pro aplikace vylucovaci chromatografie nebo
limitni koncentrace roztokii HL u velkého poctu spektroskopickych metod. Tyto omezeni
byly piekonany analytickou technikou vysoce rozliSovaci ultrazvukové spektroskopie (High
resolution ultrasonic spectroscopy — HRUS). Jednou z vyhod této metody je bimodalni
uspofadani, kdy se méfeni vlastnosti vzorku muze sledovat bud’ za izotermického, nebo ne
izotermického rezimu [68]. Mezi dva hlavni parametry méfené u metody HRUS jsou
zeslabeni a rychlost ultrazvukové viny. Meéfeni zeslabeni nevyzaduje vysokou teplotni
stabilitu vzorku, coz umoziiuje méfeni velkych vzorkd. Rychlost ultrazvukové viny je
ovliviiovana hustotou a elasticitou média, ktera je extrémné citliva na molekularni organizaci
a intramolekularni interakce ve vzorku. Nicméné méteni naopak vyzaduje vysoké rozliseni,
¢ehoz nemuze byt dosazeno u velkych vzorkl diky obtiznosti kontroly teploty. Hlavni princip
m¢éfeni zobrazuje Obr. 9 [69].

. > Princip méreni
Ultrazvukova vina I

pizoelektricky transduktor

J

analyzator

generator
signdlu

signilu

Sireni

viny

!

vzorek

Vibrace povrchu pizoelektrického transduktoru vytvaFi ultrazvukovou vinu pri kompresi a dekompresi

Obr. 9 Princip méreni metody HRUS [69]

Kucerik a spol. (2007) vyuzili metodu HRUS pro studium sodné soli HK z pudy a lignitu
vykazujici podobné chovani, coz podporuje hypotézu, ze jak neutrdlni tak i alkalické pH,
napomaha agregaci HK jiz od velmi nizkych koncentraci. Stejného zavéru 1ze dosdhnout pro
roztoky s vysokou iontovou silou. Snazili se pouzit stejny postup pro studium
micelizace a stanoveni kritické micelarni koncentrace béznych surfaktant. Koloidni stav HK
ve vodném roztoku je velmi citlivy na pfitomnost jinych molekul a to jak neutralnich, tak
nabitych. Agregace HK muze byt narusena nebo podporovana v zavislosti na koncentraci,
elektrostatickych nebo dalSich slabych interakci s cizimi molekulami. Struktury rdzné

pevnosti (tuhosti) mohou byt vytvofeny v roztocich slozenych ze stejnych slozek,
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ale o riznych koncentracich. Takové chovani odrazi mechanismy vyskytujici se béhem
odd¢€lovani (sekvestrace) hydrofobnich organickych sloucenin a ma nékolik dusledki pro
ochranu/transport  labilnich  struktur ~a  kontaminujicich  latek  pravdépodobné
zapouzdienych v hydrofobni kapse rozpustnych huminovych agregati [68]. Kucerik a spol.
(2009) studovali termodynamickou stabilitu HK za pomoci HRUS pii teplotnim rozmezi 5 az
90 °C. M¢teni provazelo nékolik prechodi, které se ptipisuji oslabeni sekundarni struktury.
Dalsi experimenty, ve kterych byl vzorek HK modifikovan HCI, ukézaly mirnou strukturalni
stabilizaci vedouci k zavéru, ze huminové micely jako subagregaty, vytvaieji sestavy
otevienych vrstev snadno pfistupnych pro interakci s cizi molekulou [70]. Klucakova a spol.
(2012) mefili ultrazvukovou rychlost, Gtlum, a hustotu pouzitych huminovych soli za acelem
studia konformac¢nich zmén v roztocich HK (NaCl a NaOH) pfi riznych hodnotach pH.
Dospéli k zavéru, ze organizace castic ve ziedénych a koncentrovanych roztocich solit HK je
jina. Pokles stlacitelnosti poukazal na vytvofeni vice rigidni struktury, ktera by mohla vést ke
snizeni HK schopnosti vazat se. Bylo potvrzeno, Ze chemické slozeni HK stejné€ jako prostiedi
siln¢ ovliviwyji jejich molekularni organizaci ve vodnych roztocich. Pouzité vzorky HK se
lisily jak v obsahu kyselych funkénich skupin, tak i v aromaticité. Silné alkalické podminky
zptsobovaly sdruzeni (asociaci) zaporné nabitych ¢astic HK mnohem slabé&ji. Mnohem
stabilngj§i agregaty byly tvofeny postupné s rostouci koncentraci, coz se snizovalo se
vzdalenosti huminovych ¢astic [71].

Nuklearni magneticka rezonance

Princip nuklearni magnetické rezonance (Nuclear magnetic resonance — NMR)
spociva v interakci elektromagnetického zafeni v oblasti kratkych radiovych vin s atomovymi
jadry meéfené latky. Pii interakci absorbovand energie zpusobuje prechody nenulovych
magnetickych momentli na vysSi energetické stavy. Ve spektrech NMR se projevuji
magnetické momenty jadernych spint. Jadra prvkil a jejich izotopli maji tzv. vnitini moment
hybnosti, oznacovany Cast¢ji jako spin. U téch jader, kterd maji nenulovy spin (13C, g, 3p,
70, ?H, H a dalsi) je vzbuzovano magnetické pole. Z prvki, které se vyskytuji v organickych
slouGeninach, se nejéast&ji méii NMR spektra u *H, BC a "F. Ostatni b&7né se vyskytujici
elementy (120, %0 a 328) jsou nemagnetické (maji nulovy spin). Zakladem této metody je, Ze
b&zné pritomné atomy uhliku (*2C) neinterferuji ve spektrech a tim je podstatn& zjednodusuji
[62].

Simpson a spol. (2002) piedpokladaji, Ze hlavnimi molekulovymi strukturalni komponenty
ve smési HL jsou alifatické kyseliny, ethery, estery a alkoholy, fragmenty derivati
aromatického ligninu, polysacharidy a polypeptidy. Metodou diftzi tizené spektroskopie
(Diffusion Ordered Spectroscopy — DOSY) bylo prokazano, ze nejvétsi samostatnou jednotkou
jsou sacharidy. Kapalinova chromatografie potvrdila, Ze HL mohou byt snadno
oddéleny a komponenty maji relativné nizké molekulové hmotnosti < ~2 000 Da. Siroce
uznavané vlastnosti HL jako charakteristické orientacni sitovani, makromolekuldrni sité,
mohou byt nyni vysvétleny jako agregace smési, s nejvétsi pravdépodobnosti vyvolané
tvorbou komplexti s kovovymi ionty [27]. Sutton a Spossito (2005) podotyka, ze podle
nového pohledu, jsou HL sbirky rtznorodych, relativné nizkomolekularnich slozky tvoftici

dynamické asociace stabilizované hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi vazbami. Tyto
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asociaty jsou schopny se organizovat do micelarni struktury ve vhodnych vodnych
prostiedich. Huminové komponenty zobrazuji kontrastni molekuldrni pohybové
chovani a mohou byt prostorové oddéleny v méfitku nanometri. V tomto novém
strukturalnim kontextu komponenty zahrnuji veskeré molekuly tizce spojené s HL, které jako
takové nemohou byt G¢inné odd€leny chemickymi ¢i fyzikalnimi metodami [72].

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

Gustavo Gonzdlez — Gaitano and Josemaria — Garcia-Mina (2005) svymi prazkumy
potvrdili vyhody vyuziti neinvazivni techniky dynamického rozptylu svétla ke studiu
strukturdlnich zmén HL v dusledku kolisani pH, iontové sily a teploty. Ve zkoumaném
systtmu byly vidét vyznamné molekularni agregace HK zpisobené okyselenim HCI
pravdépodobné v dusledku vyznamné tvorby vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci.
Stejnd molekularni agregace nebyla zjiSténa pii acidifikaci organickymi kyselinami
(Stavelova, citrénova). Tato skute¢nost mize byt zptisobena u¢inkem molekuldrni solvatace
HK molekulami organickych kyselin, které zabraiiuji tvorbé vodikové vazby a hydrofobnim
interakcim. Jejich experimentalni idaje ukazuji, Ze alkalické extrakty HK pouzivané v této
studii jsou v zasadé¢ tvoreny frakei relativné malych makromolekul spolu s malym podilem
nékterych druhii supramolekularnich struktur, avS§ak naznacuji, ze tyto malé molekuly netvoii
sily na velikost ¢astic riznych vzorklit HK. Vysledky ukazaly, ze se zvySujici se koncentraci
soli v roztoku se zvysuje velikost ¢astic HK. Vice slozité chovani bylo pozorovano pfi studiu
pH zévislosti. Nejvétsi Castice byly pfi hodnoté pH mezi 8 a 10. Se zménou bazické az na
kyselé pH velikost ¢astic se snizovala [25].

Kombinace metod a ostatni metody

Gaélle M. Roger a spol. (2010) vyuzili vysoce piesnou konduktometrii pfi raznych pH,
velikostech a nabojich referencnich HK, FK, dale pfirodni organické hmoty a polyakrylové
kyseliny. Ziskané vysledky byly porovnany a potvrzeny dvéma nezavislymi technikami:
mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy — AFM) a DLS. Bez ohledu na jejich
geologicky piivod mély studované HK stejny naboj, stejny pramér pifiblizné¢ 2 nm, pH mélo
vliv na efektivni naboje téchto koloidd, ale ne na jejich velikost. Dale experimenty potvrdily,
ze HK se skladaji z malych jednotek o velikosti n€kolik nanometrti. Tyto subjekty mohou
agregovat v roztoku a tvofit supramolekularni struktury [74].

Changlun Chen a spol. (2007) studovali makromolekularni chovani a tvar pudnich HK pfi
nizkych a vysokych hodnotach pH a vysoké iontové sile za pomoci dvou metod: rastrovaci
elektronové mikroskopie (scanning electron microscope — SEM) a AFM. Experimenty
ukazaly, ze sférické koloidy jsou tvofeny pii nizkém pH a vysokém obsahu soli, zatimco
sitovité a linearni struktury jsou tvofeny pii vysokém pH a nizké koncentraci soli. Pfitom
studovali konformace HK: HK v 0,01 M NaNO; pH 5 a 11. Metoda SEM (HK —pH 5)
prokézala pfitomnost typickych sférickych koloidl pfi nizkém pH a vysoké koncentraci
elektrolytu. SEM analyza také ukazala flexibilni linearni strukturu (HK — pH 11) pfi vysokych
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hodnotach pH. Nicméné bylo zajimavé, Ze linearni struktury byly nepravidelné a ¢ast HK
agregovala pii vysoké hodnoté pH. U HK bez piidavku NaNOj se tvorily sitovité struktury,
vétSina Castic mely prameér ~ 0,1 um a nékteré Castice tvofily agregaty s 0,5 —1 um. Ackoliv
metoda neprokazala zadné prstencové struktury pii nizkém pH, agregované struktury
vykazovaly podobné vlastnosti jako prstencové struktury. Nepravidelné struktury mohou byt
ptisuzovany heterogenni struktuie HK [75].

Ruggero Angelico a spol. (2014) se zabyvali velikosti ¢astic a koloidni stabilitou
HK s koprecipitovanym ferrihydritem. ZvySena koloidni stabilita vodnych roztoki HK
dosazena pfi vysoké hodnoté pH, mize byt pfipsana intramolekuldrnimu elektrostatickému
odpuzovani a rekonformaci huminovych siti. Metody TEM, difrakce rentgenovych paprski
(X —ray diffraction — XRD) a dielektricka relaxa¢ni spektroskopie (dielectric relaxation
spectroscopy — DRS) ukazaly, ze slouceniny HK s Fe se skladaly z ferrihydritu s dalezitymi
strukturalnimi variacemi. DLS data ukazaly bimodalni distribuci velikosti pti kyselém pH,
zatimco pfi velmi nizkém pH byl pozorovdn pomaly proces agregace. Za alkalickych
podminek se fetézce HK zvétSovaly, coz mélo za nasledek zvySenou stabilizaci koloidnich
Castic. Z vysledkd usoudili, ze koprecipitace ferrihydritu s HK hraje dilezitou roli pii
stabilizaci a persistenci uhliku nejen v organickych ptidach, ale i ve vodach, které obsahuji
rozpusténé organické latky [76].

Tarasevich a spol. (2013) studovali zastoupeni optickych vlastnosti vodnych roztoktt HK
prostfednictvim  jejich molarnich extinkénich koeficienti €. Vysledky ukazaly,
7e v koncentraénim rozmezi (5 mg/dm® -8 g/dm® v neutralnim prostiedi molekuly HK
nepodléhaji zménam poté, co se tvoii asociaty urcitého typu napf. micely. Je ziejmé, Ze
micely nejsou jediné struktury formujici se jako vysledek molekularni asociace v roztoku.
Asociace HK v neutralnim prostiedi v premicelarni koncentraci okolo 5 mg/dm® mize byt
pfipsana supramolekularnim strukturam [77].

Danilenko a spol. (2010) [78] pracovali s metodou chromatografie s reverzni fazi a zjistili,
ze HK ziskané z vermikompostu (vyuziti schopnosti zizal pfeménovat rostlinné zbytky na
velmi kvalitni organické hnojivo — vermikompost) [79] s riznym trvanim vermikompostovani
se sklada z hydrofilni a hydrofobni ¢ésti, hydrofobni ¢ast ma podstatné nizsi obsah nabitych
pravdépodobné karboxylovych skupin. Zmeéna teplotni zavislosti tepelné kapacity ziedénych
vodnych roztokit HK na ~ 58 °C zjisténa diferencni skenovaci mikrokalorimetrii znamena
zvySeni hydratace hydrofobnich skupin. Dalsi rozmezi teplot bylo 86 —90 °C a opét se
prokéazalo zvyseni tepelné kapacity, coz mize byt disledek hydratace hydrofobnich skupin
uvniti micel. Bylo prok4dzdno, ze zvySeni doby vermikompostovani vede ke zvySeni
relativniho obsahu hydrofobni frakce HK ve spolupraci s termodynamickou transformaci,
ktera se projevuje jako skok tepelné kapacity vyplyvajici pravdépodobné ze zvySeni
,,micelarni* velikosti [78].

Terashima a spol. (2004) se zajimali o vliv pH a povrchové aktivity HK extrahovanych
raSelinové pudy za pomoci meéfeni povrchového napéti (y) a zvySeni solubility p—
dichlorbenzenu (p — DCB). Povrchové napéti roztokt HK pozvolna klesaly se zvysujici se
koncentraci HK. Logaritmicka koncentrace HK v misté agregace, povrchové napéti a plochy

obsazené HK molekulou sigmoidné klesaly s poklesem pH. Tyto vysledky lze pficist
30



disocia¢nimu chovani HK. Zména ploch obsazené molekulami HK muze byt zpiisobena diky
spoluprace adsorpce a snizeni elektrostatického odporu mezi karboxylovymi skupinami na
rozhrani vzduch — voda. Vysledky ukazuji, Ze agregace do micel a mezifazova adsorpce HK
byly zna¢né usnadnény v kyselé oblasti [80].

Prado a spol. (2011) studovali hustotu povrchového naboje HK za pomoci
potenciometrickych a konduktometrickych titraci. Také byl pozorovan vliv pH na molekularni
konformace za pomoci UV — VIS spektroskopie a SEM. Hustota povrchového naboje byla
piiblizné nula v rozmezi pH 3,5 az 6 pro vsechny vzorky. Vliv pH na uroven molekularni
kondenzace byl pozorovan za pomoci stanoveni £ indexu z Doty — Steiner rovnice. Vysoké
hodnoty g byly ziskany v kyselém rozsahu Vv disledku kondenzované konformace kvili
slabym pftitazlivym interakcim, zatimco kolem neutradlni oblasti se projevuji odpudivé
intramolekularni sily, coz vede k delSi konformaci huminovych molekul. Kromé toho, pfi
velmi alkalickych podminkach, hustota naboje na povrchu molekul je vice negativni, coz
zvySuje odpor a disperzi Castic, a také se kond formace miceldrnich struktur kvili amfifilnimu
rysu HK [81].

Studie Juga a Franka (2013) pojednava o experimentech, kdy je zhaseni fluorescence
indikator konformacnich zmén HK. Vysledkem bylo zjisténi, Zze nejvétsi agregaty HK
nefluoreskuji diky fluorescen¢nimu zhaseni. Divodem neni chovani konkrétni frakce HK, ale
prostfedi. MySleno tak, Ze zalezi na tom, jaké jsou v blizkosti agregaty ¢i které funkcni
skupiny se podileji na molekularnich vazbach. Pti jakékoliv zméné v prostiedi podléhaly HK
reorganizaci, a jelikoz se v zivotnim prostfedi neustale tyto zmény prostiedi déji, vysvétluje to
slozitost téchto latek [82].

3.4 Funkce HK v piirodé

Béhem dlouhodobého vyzkumu bylo zjisténo, ze HK jsou nejen dulezité pro trodnost ptdy,
ale jsou také vyznamnymi pfedchlidci uhli, ropy, raSeliny apod. Maji vSak i Skodlivé ucinky,
jelikoZ mohou mit vliv na Zivotni prosttedi tim, ze vytvateji komplexy s kovy a organickymi
latkami, které mohou modifikovat toxicitu tézkych kovi, pesticidii a herbicidl. Ovliviuji také
ucinnost pramyslovych procest, jako je napftiklad extrakce oxidu hlinit¢ho z bauxitu. Dale
mohou mit nepfiznivy vliv na ¢isténi vody, kde mohou vytvaiet karcinogeny béhem surové
desinfekce vody [24]. Pfiznivé ucinky HK v piidé jsou mnohostranné a spocivaji v kladném
ovlivnéni vSech plidnich vlastnosti ptsobicich rozhodujici mirou na obsah Zivin v pidé i na
pudni trodnost. Zdokonaluji strukturu pudy a piedchazeji tak vysokym ztratam vody a Zivin
v lehkych ¢i pis€itych pudach (viz Obr. 10).

V piscitych pudach nebo pudach s nizkym obsahem humusu, povrch ptdnich ¢astic ztraci
vysoké mnozZstvi Zivin, které nemulze zadrZzet. HK zajiSt'uji, aby k tomuto nedochézelo tim, Ze
udeli pidé negativni naboj (-), a ten se zacne pfitahovat s pozitivnim (+) nabojem Zivin
(hnojivo). Tim je zajisténa retence zivin, ale i vody v pidach.(viz Obr. 10) [83].
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Obr. 10 Vyhody pouziti HL v piscitych puddach [83]

V té¢zkych a kompaktnich piadach zlepSuji provzdus$néni, retenci vody a v dasledku
toho i kultivaéni  vlastnosti.  Regulaci pH  hodnot pfispivaji k  neutralizaci
kyselych a zasaditych pid. ZlepSuji a optimalizuji pfijem Zivin a vody rostlinami, obsahuji
latky potfebné pro rast rostlin, vyznacuji se vysokou kationtovo — vyménnou kapacitou,
uvolnuji CO;z z piidniho CaCO3 a umoziuji mu zicastiiovat se fotosyntézy.

HK biologicky stimuluji rostliny a aktivitu pidnich mikroorganismi (viz. Obr. 11)

Obr. 11 Viivy HL na rostlinné organismy [84]

Vyhody HK v pfirod€ jsou i ekonomické — HK chelatuji slouceniny nutriet v ptidé ve
formé vhodné pro jejich utilizaci rostlinami. Timto zplsobem je zajistén optimalni pfisun
zivin do rostliny. HK zvysuji 1 pidni kapacitu zadrzovani vody, ¢imz ptispivaji ke snizeni
spotfeby vody na zavlazovani péstovanych rostlin.

HK predstavuji prospésné a ucinné feSeni probléml Zivotniho prostfedi, jeho
ochrany a zachovani. Dobfe vyvinuty kofenovy systém diky vysokého obsahu HK zabranuje
uniku nitratl a pesticidi do spodnich vod. HK redukuji ptesoleni ptid, ke kterému dochézi
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nadmérnym pouzivanim ve vodé rozpustnych primyslovych mineralnich hnojiv a snizuji
obsah soli, ¢imz snizuji 1 toxicitu [83].

3.4.1 Aplika¢ni mozZnosti huminovych latek v technické praxi

HK jsou svoji strukturou blizké primysloveé vyrabénym ionextim, proto je mozné pouzivat
oxyhumolity a derivaty HK k zachycovani toxickych kovi (Pb, Hg, Cd, Cu, Zn, Ni, Cr)
respektive jejich iontd zodpadnich vod. Stejné jako ionexy se daji pouzit do
kolon a regenerovat, nebo se pouzivaji ve form¢ ptidavku do odpadni vody S naslednym
oddélenim sedimentaci nebo filtraci. Jsou ekologicky nezavadné a vazebna sila viici koviim je
srovnatelna s primyslovymi ionexy.

V papirenském primyslu se uplatiiuji HK, resp. jejich sodna forma, humat sodny, ktery se
pouziva jako barvivo papiru. Jeho pfitomnost zaroven zlepSuje retenci papiroviny a sniZuje
prunik toxickych latek do podsitnych vod.

Ve stavebnictvi se HL uplatiuji jako ucinnad slozka plastifikatori betonovych smési.
Plastifikatory s obsahem HA fesi zakladni problém transportbetonu, tj. zablokovani hydratace
cementu a zachovani konzistence betonové smési béhem jeji dopravy bez negativniho vlivu
na rychlost nartstu pocatecnich pevnosti betonu.

Aplikace v humanni a veterinarni mediciné - u¢innost HL spociva v jejich schopnosti vazat
rizikové chemické prvky, ovliviiovat fyziologické procesy a pohlcovat UV zafeni [85].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Kyselina chlorovodikova (Normanal ®), Lach — Ner, s. r. 0.
Hydroxid sodny (Normex), Carlo Erba Reagents Group
Chlorid sodny, p. a., Lach — Ner, s. r. 0.
Huminov¢ kyseliny

4.2 PouZité pristroje
pH metr (Mettler Toledo)
konduktometr (Mettler Toledo)
UV — VIS spektrometr (Hitachi U-3900H)
hustomér s oscila¢ni U — trubici (Anton Paar DMA 4500)
koloidni analyzator Zetasizer Nano Series (Malvern)

termogravimetricky analyzator TGA Q5000 (TA instruments)
4.3 Priprava studovanych materiali

4.3.1 lzolace HK z lignitu:

Huminové kyseliny pouzité v této praci byly ziskdny 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
dostatecnym mnozstvim destilované vody do odstranéni Cl iontd. Pfitomnost chloridovych
iontd byla zjiSténa pomoci AgNOs. Takto pfedupraveny lignit byl pfeveden do plastoveé
nadoby s extrakénim ¢inidlem tj. 2 dm?® 0,5M NaOH a 0,1 M NasP,0;:10 H,0, lahev byla
ponechana na tfepacce ptes noc. Ziskana suspenze byla odstiedéna po dobu 20 min,
4000 RPM pii 15 °C. Kapalny podil tj. roztok huminovych a fulvinovych kyselin byl
ptefiltrovan pies filtr (zIuty 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 pii1 stejnych parametrech centrifugy. Pevny podil ziskany po odsttedéni byl
znovu podroben extrakci. Ziskané HK (po prvni a druhé extrakci) byly prevedeny do plastové
nadoby s 1 dm®0,5 % obj. roztoku smési HC| a HF, nadoba umisténa na tiepacku po dobu 1 —
2 dni. Suspenze byla odstiedéna pii 4000 RPM a 15 °C po dobu 20 min a pevny podil HK
byl pteveden do dialyza¢nich membran (3500 Da) a dialyzovan proti destilované vodé do
vymyti Cl iontl (zkouska pomoci AgNOs3). Po dialyze byl vzorek lignitickych HK
lyofilizovan pro dosazeni co nejvétsi Cistoty HK.
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Proces lyofilizace

Lyofilizace je nejdokonalejsi soucasnou susici metodou, jedna se o sublima¢ni susSeni pfi
nizkém tlaku. Dochézi 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 vyména. Hlavni
Cast procesu lyofilizace probiha pti teplotach pod 0 °C, ve vétsiné piipada v oblasti — 40 °C
az — 20 °C [86].

Piiprava HK solu

Pro samotné métfeni byly pouziviny HK ve formé ctyf riznych vodnych
roztokl a koncentraci v rozmezi 5- 0,01 g/de. Prvni koncentrani fada byla pfipravena
rozpusténim HK v NaOH. Navazka byla zvolena tak, aby nejkoncentrovangjsi roztok mél
koncentraci 5 g/dm?. Redénim byla piipravena koncentra¢ni fada HK
v NaOH o koncentracich 5 -0,01 g/dm3. Druhd koncentraéni ftada byla pfipravena
neutralizaci pfipravenych roztoki HK v NaOH z prvni fady pomoci 0,1 M HCI (1:1). Tteti
koncentrac¢ni fada byla pfipravena postupnym fedéni roztoku HK v NaOH neutralizovaného
HCI s nejvyssi koncentraci (5 g/dm®) pomoci 0,1 M roztoku NaCl. Posledni koncentragni fada
byla pfipravena rozpusténim HK v milli - Q vodé¢ a nasledné probéhla tprava pH na hodnotu
12. Vzorky tedy byly namichany tak, aby byly ziskdny pro vSechny ¢tyii zplsoby ptipravy
stejné koncentraéni fady.

PFiprava vodnych roztokii

Vodné roztoky 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI byly pfipraveny z normanalli (Normanal ®),
Lach — Ner, s. r. 0. a (Normex), Carlo Erba Reagents Group. Piislusné normanaly byly
kvantitativn& pfevedeny do odmé&rmych banék 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 pteveden do odmérné bariky 0 objemu
1 dm®a doplnén milli — Q vodou po rysku.

4.4 Charakterizace huminovych Kkyselin

Znalost elementarniho sloZzeni HK umoznuje zhodnotit celkovy obsah uhliku, vodiku, dusiku,
kysliku v molekule HK. Prvkové slozeni piimo ovliviiuje chemické vlastnosti a strukturu HK
[87]. V ramci této bakalaiské prace byly pouzité HK podrobeny charakterizaci za pomaoci
elementarni 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

Pfima konduktometrie
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Ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV — VIS spektrometrie)
Meéieni hustoty

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLS)
Elektroforeticky rozptyl svétla (Electrophoretic light scattering — ELS)

45.1 Potenciometrické stanoveni pH

Priprava vzorku pro méieni pH a mérné vodivosti:

Nejprve byla provedena kalibrace pH metru pomoci kalibracnich roztokli o piresném pH.
Nasledné bylo do kadinky o objemu 25 cm® odpipetovano 10 cm® roztoku HK, do n&j byla
ponoiena elektroda a byla naméfena hodnota dané veli¢iny, bud’ pH nebo mérna vodivost. Po
ustaleni byla hodnota zaznamenana. Méfeni se opakovalo tfikrat pro kazdy roztok HK.

Princip méieni:

Piima potenciometrie je elektrochemicka metoda, pfi niz méfime elektromotorické napéti
¢lanku tvoreného mérnou (indikacni) a referen¢ni (srovnavaci) elektrodou, piicemz potencial
mérné elektrody zavisi na aktivité, resp. koncentraci stanovovaného iontu a potencidl
referencni elektrody je nezavisly na slozeni roztoku, ma konstantni hodnotu. Metodicky se
nejcasteji vyuzivd metoda kalibracni zavislosti, kdy se zjiStuje zavislost elektromotorického
napéti ¢lanku na koncentraci p¥isluiného iontu. Clanky pouZivané k méfeni pH jsou tvoifeny
nejcastéji  sklenénou elektrodou a elektrodou referencni (elektrodou 2. druhu, napf.

kalomelovou, argentochloridovou). S ohledem na vlastnosti sklenéné elektrody je nutné ji
vzdy kalibrovat s pouzitim vhodnych standardnich tlumivych roztoku [88].

45.2 Priima konduktometrie

Princip méieni:

Stanovit koncentraci elektrolytu na zdklad€ piimého méfeni roztoku je mozné jen tehdy,
jestliZze je sloZeni elektrolytu znamé a konstantni. V roztocich obsahujicich jen jednu latku je
mozno stanovit jeji koncentraci v Sirokém koncentracnim rozmezi, kdy plati linearni zavislost
mérné vodivosti na koncentraci [89]. V konduktometrii mé&fime vodivost roztoki elektrolytu.
V piimé konduktometrii ze zmétené vodivosti usuzujeme na obsah rozpusténych elektrolyt
nebo zjistujeme jiné veliCiny, napf. stupen disociace a disociani konstanty slabych
elektrolytli, souéin rozpustnosti silnych elektrolyti apod. Méra vodivost roste s obsahem
iontll. Pro zfedéné roztoky plati pfima uméra mezi mérnou vodivosti a koncentraci iontd,

nebot’ 1ze zanedbat jejich interakce. Pfi velmi vysokych koncentracich dochazi s rGstem
koncentrace vlivem interakci i k poklesu mérné vodivosti [62].

45.3 UV - VIS spektrometrie

Piiprava vzorku pro méreni:

Nejprve byla provedena korekce na baselinu pomoci prostiedi, ve kterém byly HK
rozptyleny. Do kifemenné kyvety bylo nalito 3 cm? vzorku a naméfeno ptislusné spektrum.
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Princip méreni:

V soucasné dobé povazujeme molekulovou absorpcni spektralni analyzu pro jeji rychlost,
experimentalni nendro¢nost, piesnost a citlivost za jednu z nejuzivanégjSich analytickych
metod pro stanovovani latek v roztocich. Stanoveni latek molekulovou absorpéni
spektrometrii je zalozeno na méfeni absorpce elektromagnetického zaieni molekulami latek
v ultrafialové a viditelné oblasti v rozsahu vinovych délek asi 200 nm az 800 nm. Fotony
zéafeni z ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického spektra maji dostate¢nou energii,
aby excitovaly elektronové stavy a tim spiSe i vibracni a rotacni stavy molekuly. Vysledné
absorp¢ni spektrum latky je pasové, protoze pii jeho registraci jednotlivé diskrétni prechody
zpravidla splyvaji. Pouze pfi méteni v plynné fazi (za nizké teploty) 1ze v absorpcnim spektru
rozlisit jemnou vibracni a nékdy i rotacni strukturu a v roztocich rozpoustédel dostaneme
soubory SirSich past, protoze molekuly sledované latky jiz nejsou izolovany, ale solvatovany
rozpoustédlem, které rusi jejich volnou rotaci a ovliviiuji i vibraci molekuly latky. Vztah mezi
mnozstvim absorbovaného zéfeni- absorbanci, a koncentraci je dan, jako ve vSech
absorpénich metodach, Lambertovym — Beerovym zakonem. Jehoz platnost je omezena pouze
na ziedéné Ciré roztoky absorbujicich latek o koncentracich zpravidla mensich nez 0,01 mol/l.

K nalezeni vztahu A= f(c) se vyuzivéa standardnich kalibraénich metod, mé&teni se provadi
pfi konstantni vlnové délce, zpravidla pii vinové délce, A (max), pfi niz latka absorbuje
nejvice (maximum na absorpénim pasu) [90].

Lambert — Beeriv zakon zni: Absorbance je pifimo Umérna koncentraci absorbujici
latky a tloust’ce absorbujici vrstvy [62]. Matematické vyjadieni Lambert-Beerova zakona:

A=¢,-l-c, (1)
kde ¢, je molarni absorp¢ni koeficient (konstanta pro danou latku za danych podminek pfi
ur¢ité  vlnové  délce); (dm3 -mol~" -cm ’l), C predstavuje latkovou koncentraci

(mol-dm~3) a | tloustku absorbujici vrstvy (cm ).
4.5.4 Méreni hustoty

Piiprava vzorku pro méreni:

Mg¢fteni hustoty vzork probihalo pomoci hustoméru s oscilaéni U - trubici, kde byla
nejprve provedena kalibrace pfistroje pomoci injekéni stiikacky naplnéné odplynénou
milli - Q vodou. Nasledné byl aplikovan vzorek do méfici cely a byla naméfena hustota.
Meéfteni bylo opakovéano trikrat.

Princip méreni:

Oscilaéni U — trubice je naplnéna 1 ml vzorku. Pfistroj elektronicky excituje U — trubici,
kterd simultdnné osciluje svoji zdkladni rezonanéni a harmonickou frekvenci. Oscilacni
charakteristiky jsou kontrolovany referenénim oscilatorem zajiStujicim spravnou frekvenci.

Referenéni oscilator je umistén v teplotnim kontaktu s oscila¢ni U — trubici. Toto umisténi
umoziiuje kompenzaci veskerych driftl zpisobenych teplotnim stresem. Na zdkladé& téchto
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meéieni je hustota stanovena s mimotfadnou piesnosti a souCasné je korigovan vliv viskozity
[91].

455 Dynamicky rozptyl svétla

Priiprava vzorku:

Ptiprava vzorku pro métfeni dynamického rozptylu c¢astic a elektroforetického potencidlu
probihala tak, ze bylo odlito 1 cm® vzorku HK do kiemenné kyvety. Po zméfeni velikosti
castic byla do kyvety se vzorkem vlozena Dip cela pro stanoveni zeta potencidlu.

Princip méieni:

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLS) také znamy také jako foton
korelaéni spektroskopie (Photon correlation spectroscopy — PCS) je jedna z nejoblibenéjSich
nedestruktivnich metod pouzivanych k ur¢eni velikosti ¢astic. Béhem méfeni dynamického
rozptylu svétla dochazi K interakci laserového zdrojového zafeni s ¢asticemi ve vzorku. PO
osviceni vzorku monochromatickym koherentnim svételnym paprskem jako je laser, dochazi
z dvodu Brownova pohybu u kulovitych ¢astic k Dopplerové posuvu pii dopadu svétla na
pohybujici se castici. Dochazi ke zméné¢ vinové délky dopadajiciho svétla, coz souvisi
s velikosti castic. Je mozné vypocitat rozlozeni velikosti a popsat pohyb cCéstice v médiu
méfenim difuzniho koeficientu Castice za pomoci autokorela¢ni funkce [92]. V piipadé
polydisperznich systémut se musi vzit do uvahy pohyb ¢astic rozdilnych velikosti, korela¢ni
paté mocniny (tzv. Z — average), takze velké ¢astice jsou v této hodnoté velmi nadhodnoceny
a dokonce se muize U nékterych pfistroju stat, ze frakce malych ¢astic se upln¢ ztrati ve velké
intenzité¢ zafeni rozptyleného na vétSich cEésticich. Rozsah metody je oproti jinym
sedimentacnim metoddm vyrazné¢ jiny—dolni mez se dnes pohybuje okolo
0,5 nm a maximalni pak okolo 3 um (vétsi Castice jiz nepodléhaji Brownovu pohybu) [93].
Velikosti ¢astic muzZe byt determinovana ze Stoke — Einsteinovy rovnice,

K, T

—_ b 2
6-7-n-d, @)

kde je k, Boltzmannova konstanta, T je teplota, 7 dynamicka viskozita, d, je

hydrodynamicky polomér [25].

Korelacni funkce

Rychlosti ¢astic, které se pohybuji Brownovym pohybem, souvisi s velikosti c¢astic
(Stokes - Einsteinova rovnice), velké Castice se pohybuji pomalu, zatimco mensi castice se
pohybuji rychle. Jestlize se méfi velké castice, pak bude intenzita fluktuovat
pomalu, u malych c¢astic tomu bude naopak. Po zmeéfeni korelacni funkce lze vypocitat
distribuci velikosti ¢astic. Software Zetasizer pouziva algoritmy pro ziskani rychlosti rozkladu
pro tadu tiid velikosti, aby vytvofil distribuci velikosti. Ackoli zakladni distribuce velikosti
generovand DLS je distribuce intenzity, miiZe se pievést, s pouzitim teorie Mie, na distribuci
objemu. Tato distribuce objemu se muize také dale pfevést na pocetni distribuci. Pocetni
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distribuce ma omezené pouziti, protoze malé chyby ve shromazdovani dat pro korela¢ni
funkci povedou k obrovskym chybam v distribuci po¢tu [94].

1
0,8 -
T 0,6 -

—
-

& 0.4 -

—_ >

0,2

0.1 100 100000 100000000
1(s)

0 .
0.1 100 100000 100000000

1(s)

Obr. 12 Casovy vyvoj fluktuaci intenzity rozptyleného svétla v pripadé méreni: velkych a malych
castic a priklady korelacnich krivek ziskanych béhem méreni metodou DLS [95]

4.5.6 Elektroforeticky rozptyl svétla

Pritomnost Castic disperzni faze a Siroce rozvinutého fazového rozhrani v disperznich
soustavach podminuje zvlastni raz jejich elektrickych vlastnosti a predev§im vznik tzv.
elektrokinetickych jevii. Podobné jako maly jednoduchy ion kolem sebe vytvaii iontovou
atmosféru protiiontt, tak se i kolem nabité koloidni Castice seskupuji malé ionty opacného
znaménka, takze na povrchu této Castice vznikaji dveé nabité vrstvy, tzv. elektricka
dvojvrstva. V elektrické dvojvrstveé lze vymezit dvé zakladni ¢asti. Kompaktni ¢ast blizsi
k povrchu, kde pisobi adsorpéni sily, a vzdalenéjsi diftizni Cast, kde Ize tyto adsorpéni sily
zanedbat. VVzhledem Kk povrchovému naboji koloidnich ¢astic existuje potencialovy rozdil
mezi jejich povrchem a roztokem. Lze rozliSit dva druhy potencidlovych rozdild. Prvnim
zZ nich je elektrochemicky potencial, jehoZ hodnota je dana celkovym potencidlovym rozdilem
mezi povrchem Castice a objemem kapaliny. Je odpovédny za jevy spojené s vedenim
elektrického proudu a za membranové potencidly. Druhym potencidlem je elektrokineticky
potencial (<& potencidl, zeta potencidl), jimZ se rozumi potencidlovy rozdil mezi objemem
kapaliny a tenkou vrstvou protiiontd poutanou k povrchu ¢astice, tedy na rozhrani mezi
kompaktni a difizni ¢asti elektrické dvojvrstvy. Elektricky naboj dvojvrstvy
charakterizuje a zaroven ovliviiuje stabilitu koloidnich systémi. Zeta potencial, ktery
odpovidé nédboji difuzni ¢asti dvojvrstvy, je pravé mirou tohoto néboje, piicemz ndzev ziskal
diky existenci tzv. elektrokinetickych jevl, tedy kinetickych de€ji zplsobenych vlivem
elektrického pole na koloidni soustavu [93].
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Obrazek 13 Schématické zndazornéni zeta potencialu [94]

Velikost potencidlu zeta naznacuje potencialni stabilitu koloidniho systému. Obecna
hranice mezi stabilni a nestabilni suspenzi se zpravidla bere bud’ pii + 30 mV nebo — 30 mV.
Castice s potencidlem zeta kladngjsim nez + 30 mV, nebo zaporn&j§im nez—30 mV se

vvvvvv

Hodnota potencialu zeta sama o sobé€ bez uvedeni pH, je prakticky ¢islo nemajici zadny smysl
[94].

Mé¥eni elektroforetické pohyblivosti

Zéakladem klasického mikroelektroforetick¢ého systému je cela s elektrodami na kazdém
konci, na které je aplikovany potencial. Castice se pohybuji smérem k elektrodé s opaénym
nabojem, jejich rychlost se méfi a vyjadii se v jednotkach intenzity pole jako jejich
pohyblivost. Technika pouzivana pro méfeni této rychlost je laserova Dopplerova
velocimetrie (Laser doppler velocimetry — LDV) [94].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakterizace huminovych Kyselin

Elementarni analyza

V ramci této bakalafské prace byly pouzit¢ HK podrobeny charakterizaci za pomoci
elementarni analyzy (viz Tab. 2). Nejvice zastoupené prvky ve strukturach HK jsou biogenni
prvky (uhlik, vodik, kyslik, dusik, sira a fosfor), coz potvrdily i vysledky analyzy. HK
Z jthomoravského lignitu obsahuji nejvice uhliku, vodiku a v mensi mite i kysliku. Zatimco
prvky jako N a S jsou zastoupeny v zanedbatelném mnozstvi. Obsah popele byl stanoven na
hodnotu 0.

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

elementarni sloZeni HK (atomova %)
C H 0] N S
44,2 36,7 17,4 13 0,4

5.1.1 Potenciometrické stanoveni pH

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze pro prvni koncentra¢ni fadu (HK v 0,1 M NaOH) byly
hodnoty pH u zfedénych roztokli pomérmné konstantni. U vysSich koncentraci v§ak dochézelo
k nepatrnému poklesu pH. Diivodem poklesu mize byt disociace HK v alkalickém prostiedi.
V ptipadé HK ve vodé¢, jejichz pH bylo poté upraveno na hodnotu 12, jsou hodnoty nepatrné
odlisné. Opét dochazi u koncentrovanégjSich roztok k poklesu pH, nicméné v porovnani
s prvni koncentra¢ni fadou jsou hodnoty pH u roztokt 5 — 1 g/l nizsi. U roztokt pfipravenych
neutralizaci jsou hodnoty pH u nékterych roztok vyssi nez u roztokl pfipravenych pifimo
pomoci NaCl. V obou ptipadech dochazi k exponencidlnimu poklesu. Rozdily jsou zplisobeny
odli$nou ptipravou roztoku, kterd zptisobila zménu ve strukturnim uspotadani.
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br. 14 Zavislost pH na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.1.2 Prima konduktometrie

Metoda piimé konduktometrie je vyhodnd v tom, Ze zahrnuje vliv vSech pfitomnych
iontll V roztoku, na rozdil od potenciometrické stanoveni pH, které zaznamendva pritomnost
pouze ionti H* (OH). Vysledky mémé vodivosti latky poté zalezi na druhu jednotlivych
iontd, jejich pohyblivosti a na tom v jakém jsou koncentra¢nim poméru. U koncentra¢ni fady
HK v 0,1 M NaOH dochazelo k poklesu vodivosti se zvysujici se koncentraci. Dé&je se tomu
tak, jelikoz v alkalickém prostiedi pievazuje vliv OH iontl a ty maji nizsi pohyblivost nez
ionty Na*. U vzorku s koncentraci 3 g/l doslo pravdépodobné k chyb& méfeni, nebot’ hodnota
neodpovida trendu. U vzorki HK v NaOH+HCI byly hodnoty pomérné
konstantni a nepatrné vzrustaly se vzristajici se koncentraci. Nejvys$si hodnoty mérné
vodivosti byly naméfeny u koncentra¢ni fady HK v NaCl, kde u niz8ich koncentraci se
hodnoty zdaly konstantni, nicméné u vysSich koncentraci nasledoval pomérné prudsi pokles.
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Obr. 15 Zavislost mérné vodivosti na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.1.3 Méfeni hustoty

V ptipadé koncentracni fady HK v 0,1 M NaOH nastaval exponencialni pokles se zvySujici se
koncentraci. Vysledky hustot v koncentraénim rozmezi 5—1 g/l byly pomémé konstantni.
Piesné naopak tomu vsak bylo u koncentra¢ni fady HK v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI, kde se
hustota zvySovala s naristajici koncentraci. Rada HK ve vodé pH upravené na 12 vykazovala
znatné vykyvy oproti ostatnim faddm, coZ je patrné i z vysledki méfeni pH a diivodem je
pravdépodobné uprava pH pomoci NaOH (mnozstvi pridavku). U koncentrace 0,1 g/l doslo
k prudsimu poklesu hustoty HK oproti nejniz§i koncentraci, poté byly hodnoty pomérné
konstantni a od koncentrace 1 g/l nastal opét prudky nartst hustoty. U koncentraéni fady HK
v 0,1 M NaCl se hodnoty hustot prakticky neménily. Vliv prostiedi je zde opravdu znacny,
v ptipad¢ alkalickych prosttedi (HK v 0,1 M NaOH, HK ve vodé¢ pH upravené na 12)
vykazuje vys§i hodnoty hustot HK v 0,1 M NaOH. Retézce HK v alkalickém prostiedi se vice
rozvinou, coz vede k vy$§im naméfenym hodnotam hustot nez u neutralniho prostiedi.
V neutralnim prostiedi byly naméfeny vyssi hodnoty u HK v 0,1 M NaCl. Souhrnn¢ vsak 1ze
fici, Ze hustota HK solid pfipravenych rliznymi postupy se pfili§ neménila, jelikoz byl
zaznamenan projev az na tretim desetinném misté hodnot.
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Obr. 16 Zavislost hustoty na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.1.4 UV - VIS spektrometrie

Z naméfenych UV — VIS spekter byly odecteny hodnoty absorbance pii 465 nm
(E4) @665 nm (Eg). Pomér Ages/Asss (0znacovan také jako E4/Eg) je tzv. humifikaéni index.
Udava pomér mezi ligninovymi strukturami odolnymi vi¢i humifikaci a mnozstvim
,mladych* HK (v prvnim stupni humifikace). Obvykla hodnota humifika¢niho indexu pro
HK je mens$i nez 5,0 a snizuje se s rostouci molekulovou hmotnosti a stupném disperzity.
Nizky pomér mlzZe znamenat relativné vysoky podil aromatickych ¢astic a naopak vysoky
ukazuje na vétSi obsah alifatickych struktur. Vysledky pro vybrané vzorky jsou uvedeny
v Tab. 3.

Tab. 3 Primérné hodnoty humifikacnich indexii pro vsechny prostiredi

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

Hodnoty humifika¢niho indexu byly u vSech vzorki nizs$i u vysokych koncentraci, coz
naznacuje vetsi vyskyt aromatickych struktur, ale se snizujici se koncentraci (vétSinou od
koncentrace 1 g/lI) hodnoty prudce narostly. Z toho vyplyva, Ze se snizujici se koncentraci
maji ¢astice HK tendenci zjednoduSovat svou strukturu.

5.1.5 Dynamicky rozptyl svétla

Pro zjiSténi distribuce velikosti ¢astic v jednotlivych roztocich byl pouZzit dynamicky rozptyl
svétla mefeny na pristroji Zetasizer Nano ZS. Tato neinvazivni nedestruktivni opticka metoda
detekuje ¢asovy vyvoj fluktuaci rozptyleného svétla pohybujicimi se Casticemi ve vzorku.
Metoda dynamického rozptylu svétla je pomérné citlivdA na jakékoliv zmeény velikosti
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Castic a konformaci supramolekularnich agregati ve zkoumaném vzorku. Velikost molekul
nebo agregatu molekul HK piedstavuje dulezity parametr, ktery je tfeba brat v potaz pii studiu
struktury, konformaci, ale rovnéz i v ptipadé urceni moznych aplikaci HL.

Optimalizace metody

Nejprve byly optimalizovany podminky méfeni, a proto bylo nutné spravné nastavit
optiku a fokusaci na urcité specifické misto v kyveté, s ¢imz souvisi opticka délka drahy
laserového paprsku v kyveté. V ptipad¢ vyssich koncentraci je snaha optickou drahu zkratit,
aby nedochazelo k mnohonasobnému rozptylu svétla, coz by vyznamné ovlivnilo naméfena
data. Na druhou stranu v ptipad¢ hodné ziedénych roztokd, je tieba optickou drahu prodlouzit
nastavenim meéfici pozice detekce rozptyleného svétla na stfed kyvety. Porovnanim
naméienych korelacnich kiivek byla stanovena jako optimalni méfici pozice detekce
rozptyleného svétla pro studované systémy HK v riiznych prostiedich 1 mm od stény kyvety.
Toto nastaveni je v souladu s vysledky piedchozi prace [96]. Poté byly vzorky méfeny bez
filtrace, nicmén¢ vysledky nebyly pfili§ uspokojivé. Ve vodnych roztocich HK nastava stejné
jako v ostatnich roztocich biopolymert a biokoloidi proces agregace. Ptitomnost velkych
agregati molekul, pfipadné necistot v méfeném vzorku vyznamné ovliviiuje méteni
dynamického rozptylu svétla. Meéfeni nefiltrovanych huminovych solti poukazalo na
ptitomnost velkych agregati resp. necistot ve vzorcich. Z téchto divodi byly vzorky
filtrovany pies 5 um stiikackovy filtr (membrana — nylon). Filtraci byly ¢asteéné eliminovany
velké Castice, které zptisobuji snizeni rozliSeni v oblasti mensich ¢astic.
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Obr. 17 Porovnani objemové distribuce velikosti cdstic nefiltrovanych a filtrovanych vzorkit HK
v 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI pro koncentraci 3 g/l

Tuto teorii nam potvrdily i vysledky méteni. Jak lze vidét v grafu, hodnoty objemovych
distribuci ¢astic pred a po filtraci vzorku se ve znacné mite odliSuji. Je zfejmé, Ze filtrace ma
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opravdu velky vliv na uspotfadani ¢astic ve vzorku a po piefiltrovani velkych castic jiz
nedochazi k zastinéni malych c¢astic, i kdyz jsou hodnoty velikosti ¢astic jesté porad vysoké,
coz muze byt disledkem agregace mensich castic do vétsich celki.

Porovndni intenzitni distribuce s objemovou

V ptipadé¢ intenzitni distribuce ¢astic jsou velké Castice ¢asto nadhodnoceny a muize se stat,
ze frakce malych Céstic se uplné ztrati ve velké intenzité¢ zafeni rozptyleného na vétSich
¢asticich, z téchto diivodu lepsi vypovidaci hodnotu o distribuci hmoty ve vzorku piedstavuje
objemova distribuce velikosti Castic. K pfepoctu intenzitni distribuce na objemovou je
zapottebi znalost indexu lomu castic ve vzorku, ktery se zjiStuje metodou spektralni
elipsometrie (pristroj Horiba JobinYvon) pro vlnovou délku 632,8 nm, cozZ je vinova délka
laseru v pristroji Zetasizer. Porovnanim téchto dvou distribuci lze zjistit, které castice
Vv distribuci zaujimaji véEtsi ¢ast hmoty vzorku, pfipadné jestli jsou castice ve vzorku
zagregované apod. Zjisténé hodnoty indexu lomu pro vSechny prostiedi jsou uvedeny v Tab.
4.

Tab. 4 Indexy lomu castic pro vSechny prostredi

HK ve vodé HK v 0,1 M HK v 0,1 M HK v 0,1 M NaCl
pH =12 NaOH NaOH + 0,1 M HCI
1,528 1,439 1,550 1,570
12
10
—0,1 g/l
8 0,5 g/l

59/l

I (%)
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Obr. 18 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti, HK ve vodé
pH =12
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Obr. 19 Objemovd distribuce velikosti ¢astic, HK ve vodeé pH = 12

Obr. 18 a 19 piedstavuji priklady ziskanych intenzitnich a objemovych distribuci velikosti
¢astic pro koncentra¢ni fadu HK ve vodé s pH upravenym na 12. Po porovnani objemové
distribuce s distribuci intenzity rozptyleného svétla bylo zjisténo, Ze dle distribuce intenzity
rozptyleného svétla rozptyluji nejvice ¢astice okolo 200 — 300 nm. Tomuto rozmezi velikosti
castic patrné¢ odpovidaji samotné neagregované Castice HK. Z grafu objemové distribuce
vyplyva, ze Castice o velikostech nékolik mikronti jsou rovnéz pritomné, nicméné je jich
pomérn¢ malo, jelikoZ nedoslo k velkému projevu u distribuce intenzity rozptylené¢ho svétla.
Je tedy patrné, Ze U pouzitych HK dochdzi v daném prostiedi k ¢astecné agregaci, coz
dokazuje pfitomnosti vySe zminénych Castic o stiedni velikosti nékolik mikronti. Podobné
vysledky byly zjisttny i u HK v NaOH. V pifipad¢ koncentratnich tad HK
v NaOH + HClaHK v NaCl, vsak distribuce poukazuje na jiné uspotfadani sekundarni
struktury a také na to, Ze Castice agregovaly jinym zpusobem nez v predeslych vzorcich.

Vliv prostiedi

Chemické slozeni HK stejné jako prostiedi siln€ ovliviiuji jejich molekularni organizaci ve
vodnych roztocich.
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Obr. 20 Objemova distribuce,; Bazické prostiedi — riizné pripravy 0,1 M NaOH, HK ve vodé
pH 12

Dle grafu lze konstantovat, Zze a¢ jsou ob¢ prostiedi alkalicka, projevil se zde zpusob
ptipravy prostiedi, ikdyz nejsou rozdily az tak velké. V ptipad¢ HK v 0,1 M NaOH jsou
zastoupeny jak frakce o menSich velikostech Castic, tak 1 Castic o velikostech nékolik
mikronti. HK ve vod¢ s pH upravenym na hodnotu 12 ukazuji opét na ptitomnost velkého
mnozstvi ¢astic o nekolika mikront, nicméné po porovnani s intenzitni distribuci Castic lze
opét vydedukovat, ze v roztoku musely byt agregaty, coz mohlo byt v tomto ovlivnéno
upravou pH na hodnotu 12 5 M NaOH. Alkalické prostiedi HK jsou v zasadé tvoteny frakci
relativné malych molekul HK se stfedni velikosti ¢astic do 100 nm, dale se v distribucich
vyskytuji ¢astice okolo 400 nm. Témto ¢asticim patrné odpovidaji supramolekularni agregaty
HK, které jsou stabilizovany nevazebnymi interakcemi. Toto zjisténi je v souladu s novymi
teoriemi struktury HK (supramolekularni teorie viz [27, 46, 47, 48, 49, 50]). Sila stabilizace
supramolekularni struktury HK je silné¢ zavisla na hodnoté pH prostfedi. Tento fakt byl
potvrzen porovnanim distribuci na Obr. 20 (HK v alkalickych prostiedich) a objemovymi
distribucemi HK v neutralnich prostiedich (smés NaOH + HCI resp. v NaCl), které jsou
zobrazené na Obr. 21. Tyto distribuce jasné poukazuji na odlisné chovani, zménu uspoiadani
a patrné 1 stabilizace HK ve vodnych roztocich pti zméné pH.
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Obr. 21 Objemova distribuce castic, Neutralni prostredi - riizné pripravy 0,1 M NaCl, 0,1 M
NaOH + 0,1 M HCI

Vyznamngj$i diference v distribucich velikosti ¢astic oproti distribucim naméfenym pro
HK v alkalickych prosttedich (Obr. 20) vykazovalo chovani HK v neutralnich
prostfedich. U fady HK 0,1 M NaOH + 0,1 M HCI objemové distribuce v Obr. 21 poukazuji
na zvyraznéni piku malych c&astic do 100 nm. Pomérné¢ dominantni je pik okolo
20 nm. S klesajicim pH tedy patrn€ dochdzi k destabilizaci supramolekuldrni struktury
a k uvolnéni samostatnych nizkomolekularnich molekul HK. Supramolekularni agregaty
nevymizi Uplné, pik okolo 400 — 500 nm se v distribuci vyskytuje rovnéz. V distribuci vSak
pro tuto koncentracni fadu dochazi prakticky k Uiplnému vymizeni piku agregatl vétSich nez
1 ym. Naopak u fady HK v 0,1 M NaOH patrn¢ dochédzi k odstinéni zaporného néaboje
funkénich skupin HK nizkomolekularnimi ionty a k nasledné agregaci vzorku.

5.1.6 Elektroforeticky rozptyl svétla

Dalsi metodou pouZitou ke studiu agregace HK ve vodnych roztocich byl elektroforeticky
rozptyl svétla méfeny rovnéZz na pfistroji Zetasizer Nano ZS. Ziskany parametr —zeta
potencial —je ukazatel stability daného systému. Pokud je jeho hodnota v rozmezi-—
30 az + 30 mV je dany vzorek nestabilni vii¢i agregaci molekul.
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Tab. 5 Namérené hodnoty zeta potencialii jednotlivych koncentracnich rad HK

¢ (@) Nagﬁ‘i%,ll':\/'ﬂ HK v 0,1 M HK v 0,1 M HK ve vod

HCl NacCl NaOH pH =12

5 -3,32 ; 27,88 11,70

3 126,52 -14,40 -34,32 35,66

1 -30,10 28,28 -49,18 -37,06
05 28,46 -26,90 -48,46 -38,70
0.1 25,70 -29,66 -43,60 -30,38
0,01 25,80 4,42 -40,58 -30,23

ZTab. 5 vyplyva, ze u koncentra¢ni fady HK v 0,1 M NaOH byly hodnoty pomérné
vysoké a jevily se jako stabilni. Huminové kyseliny ve vodé (pH = 12) vykazovaly vétsi
stabilitu u vice koncentrovanych roztokd az na roztok 5 g/l, kde laser nedokazal vzorek
prosvitit a hodnota tak byla zatizena velkou experimentalni chybou. V pfipadé koncentra¢nich
fad HK v NaOH + HClaHK v NaCl hodnoty zeta potencialu odpovidaly nestabilnimu
systétmu. Souhrnné lze fici, Ze u vzorkid s koncentraci 5 g/l byl problém zeta potencial
naméfit, jelikoz tato vysokd koncentrace vzorkll a tim zplsobené jejich tmavé zabarveni
neumoznovalo prosvitit roztok zdrojovym laserem.

Obecné jsou hodnoty zeta potencidlu zavislé na pritomnosti volnych nizkomolekularnich
iontd. Ty mohou odstinit naboj na molekulach nebo agregatech molekul. Dochazi tak ke
snizeni odpuzovani jednotlivych souhlasné nabitych molekul. Absolutni hodnoty naméfenych
zeta potencialt pak klesaji smérem k nule a vzorky se tedy destabilizuji. Obdobna tendence
nastala v pripadé méfeni zeta potencialu u vzorkt ve smési NaOH + HCI resp. v NaCl. Tyto
vzorky mély vyssi vodivost a obsahovaly tedy i vy$§i mnozstvi nizkomolekularnich ionta
(Na" respektive CI). Naméfené absolutni hodnoty zeta potencialéi byly niZs§i v porovnani se
zbylymi dvéma systémy (HK v NaOH a HK ve vodég). Destabilizace téchto vzorkll byla
potvrzena zejména u koncentraéni fady HK v NaCl méfenim distribuci velikosti ¢astic
metodou dynamického rozptylu svétla. Z téchto distribuci vyplyva, ze vzorky byly zcela
zagregovany, obsahovaly totiZ pouze Castice o sttedni velikosti okolo 2 zm.
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Obr. 22 Zavislost zeta potencidlu na koncentraci HK pro vsechny koncentracni rady
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6 ZAVER

Souborem n¢kolika analytickych metod byl proveden zakladni vyzkum sekundarni
struktury a konformace huminovych kyselin ve vodnych roztocich v zavislosti na jejich
koncentraci, zplsobu pfipravy a podminkach pfipravy. Vysledky ukdzaly, ze piiprava
huminovych kyselin je dllezitym aspektem ovliviiujicim jejich chovani a konformaéni
uspotadani ve vodnych roztocich.

Vysledky potenciometrického méfeni pH vykazuji se zvySujici se koncentraci piiblizné
konstantni hodnoty u vSech prostiedi, avSak u koncentra¢ni fady HK v neutralnim prostiedi
(u obou zptisobti ptiprav) dochazelo k velmi mirnému exponencialnimu poklesu.

Metoda ptfimé konduktometrie poskytuje vysledky zavislé na druhu jednotlivych iontt,
jejich pohyblivosti a na tom, v jakém jsou koncentra¢nim poméru. U vzorki HK v alkalickém
prosttedi dochézelo k poklesu vodivosti, jelikoz v alkalickém prostfedi pfevazuje vliv OH
iontd a ty maji niz§i pohyblivost neZ ionty Na®. Nejvyssi hodnoty mémé vodivosti byly
namétfeny u koncentraéni fady HK v NaCl, kde u nizSich koncentraci se hodnoty zdaly
konstantni, nicmén¢ u vyssich koncentraci nasledoval pomérné prudsi pokles.

Méfeni hustoty HK prokazalo, ze vliv prostiedi na konformaci HK v roztoku je opravdu
znacny, v piipadé¢ alkalickych prosttedi (HK v 0,1 M NaOH, HK ve vod¢ pH upravené na 12)
vykazuje vy3si hodnoty hustot HK v 0,1 M NaOH. Retézce HK v alkalickém prostiedi se vice
rozvinou, coz vede k vy$§im hodnotdm neZ u neutrdlniho prostfedi. V neutralnim prostiedi
byly naméfeny vyssi hodnoty u HK v 0,1 M NaCl. Souhrnné vsak lze fici, ze se hustota HK
v odlisnych prostiedich, pfiliS neménila, jelikoz byl zaznamendn projev az na tietim
desetinném misté hodnot.

Znamétenych UV — VIS spekter byly odeCteny hodnoty absorbance pii 465 nm
(E4) @ 665 nm (Eg). Nasledné byl vypocitan, coz je pomeér Aggs/Ages, 0znacovan také jako tzv.
humifika¢ni index. Hodnoty humifikacniho indexu byly u vSech vzorki nizs$i u vysokych
koncentraci, coZ naznacuje vétsi vyskyt aromatickych struktur, ale se snizujici se koncentraci
(vétsinou od koncentrace 1 g/l) hodnoty prudce narostly. Z toho vyplyva, ze se snizujici se
koncentraci maji ¢astice HK tendenci zjednodusovat svou strukturu.

Metoda dynamického rozptylu svétla je pomérné citliva na jakékoliv zmény velikosti castic

a konformaci supramolekularnich agregati ve zkoumaném vzorku. Velikost molekul nebo
agregatu molekul HK predstavuje dileZity parametr, ktery je tfeba brat v potaz pii studiu
struktury, konformaci, ale rovnéz i v pfipad¢ uréeni moznych aplikaci HL. Nejprve bylo
potfeba optimalizovat podminky meéfeni, jelikoz méfeni nefiltrovanych huminovych solt
poukdzalo na pfitomnost velkych agregati resp. ne€istot ve vzorcich. Z téchto diivoda byly
vzorky filtrovany pfes 5 um stiikackovy filtr (membrana —nylon). Filtraci byly caste¢né
eliminovany velké ¢astice, které zpiisobuji sniZeni rozliSeni v oblasti mensich ¢astic. Dale byl
kladen zietel na porovnani intenzitni distribuce Castic s objemovou. Z vysledkt je patrné,
ze U pouzitych HK dochazi v daném prostiedi k Caste¢né agregaci, coz dokazuje pfitomnosti
vySe zminénych castic o stfedni velikosti nékolik mikront. Podobné vysledky byly
zjistény 1 U HK v NaOH. V pfipadé koncentra¢nich fad HK v NaOH + HCI a HK v NaCl,
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vSak distribuce poukazuje na jiné uspotradani sekundarni struktury a také na to, ze Castice
agregovaly jinym zptisobem nez v predeSlych vzorcich. Chemické slozeni HK stejné jako
prostiedi siln€¢ ovliviiuji jejich molekularni organizaci ve vodnych roztocich, proto byl tento
poznatek prozkouman. Alkalické prosttedi HK jsou v zasadé tvoteny frakci relativné malych
molekul HK se stfedni velikosti ¢astic do 100 nm, dale se v distribucich vyskytuji ¢astice
okolo 400 nm. Témto ¢asticim patrné odpovidaji supramolekularni agregaty HK, které jsou
stabilizovany nevazebnymi interakcemi. Toto zjisténi je v souladu s novymi
supramolekularnimi teoriemi struktury HK. S klesajicim pH patrné dochazi k destabilizaci
supramolekularni struktury a K uvolnéni samostatnych nizkomolekularnich molekul HK.

Dalsi metodou pouzitou ke studiu agregace HK ve vodnych roztocich byl elektroforeticky
rozptyl svétla. Obecné jsou hodnoty zeta potencialu zavislé na pfitomnosti volnych
nizkomolekularnich iontd. Ty mohou odstinit ndboj na molekulach nebo agregatech molekul,
coz nastalo V pfipadé méfeni zeta potencialu u vzorkti ve smési NaOH + HCI resp. v NaCl.
Tyto vzorky mély vyssi vodivost a obsahovaly tedy i vy$§i mnozstvi nizkomolekularnich
ionti (Na® respektive CI). Naméfené absolutni hodnoty zeta potenciald byly nizsi
V porovnani se zbylymi dvéma systémy (HK v NaOH a HK ve vodg).

V souhrnu lze fict, Ze koncentracni fady HK ve vodé¢ pH =12 a HK v NaOH a stejné
taki HK vNaOH+HCI s HK vNaCl vykazuji podobné vlastnosti. S odliSnosti
koncentra¢nich pomérti v jednotlivych roztocich se méni i strukturni uspofadani castic.
Nicméné je nutné dalsi proSetieni této problematiky.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HL
HK
FK
GPC
SEC
HPSEC
LPSEC
NMR
UV - VIS
DLS
LDV
HRUS
DSC
AFM
SEM
TEM
DRS
ELS
DOSY
PCS
RPM
EPR
XRD
p—-DCB

huminové latky

huminové kyseliny

fulvinové kyseliny

gelova permeacni chromatografie

vylu€ovaci chromatografie

vylucovaci chromatografie za zvySeného tlaku
vylucovaci chromatografie za snizeného tlaku
nuklearni magnetickd rezonance

ultrafialova a viditelna spektrofotometrie
dynamicky rozptyl svétla

laserova Dopplerova velocimetrie

vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
mikroskopie atomarnich sil

rastrovaci elektronova mikroskopie

difrakce rentgenovych paprski

dielektrickd relaxacni spektroskopie
elektroforeticky rozptyl svétla

difazi tizena spektroskopie

foton korelacni spektroskopie

pocet otacek za minutu

elektronova paramagneticka rezonance
rentgenova difrakce

p — dichlorbenzen

beta index

hydrodynamicky prameér

diftzni koeficient

Boltzmannova konstanta

absolutni teplota

Ludolfovo ¢&islo
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o
I

> oy

Ases
Ages

dynamicka viskozita
hydrodynamicky polomér

zeta potencial

absorbance

molarni absorp¢ni koeficient
tlouSt’ka absorbujici vrstvy

latkova koncentrace

absorbance pii vinové délce 465 nm
absorbance pii vinové délce 665 nm
povrchové napéti

vlnova délka

molarni koncentrace (mol .dm )
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