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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je zaméfena na fyzikalné-chemickou charakterizaci huminovych latek,
které jsou izolované z fluvizem¢. Huminové latky byly izolované standardnim postupem
podle mezinarodni spole¢nosti IHSS (International Humic Substances Society). Extrahované
huminové latky byly dale charakterizovany pomoci termickych a spektrometrickych metod,
které zahrnuji elementarni (EA) a termogravimetrickou analyzu (TGA), UV/Vis a FTIR
spektrometrii. Dulezitym piispévkem charakterizace byly potenciometricke titrace.

Na zéaklad¢ ziskanych dat z EA a TGA byl stanoven obsah biogennich prvku, a také
termicka stabilita HL. Z naméfenych UV/Vis spekter byly vypocteny absorpéni koeficienty,
které slouzily ke zjisténi aromaticity a stfedni molekulové hmotnosti HL. Funk¢ni skupiny HL
byly uréeny pomoci FTIR spekter a kyselost byla stanovena potenciometrickymi titracemi.
Ziskané vysledky velmi dobie charakterizovaly jednotlivée huminové latky izolované
Z fluvizem¢.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the physicochemical characterization of humic substances
that are isolated from fluvisol. Humic substances were isolated by a standard procedure
according to the International Humic Substances Society (IHSS). Extracted humic substances
were further characterized by thermal and spectrometric methods, which include elemental
(EA) and thermogravimetric analysis (TGA), UV/Vis, and FTIR spectrometry. Potentiometric
titration was an important contribution to characterization.

Based on the obtained data obtained from the EA and TGA, the content of biogenic
elements and the thermal stability of HL were determined. Absorption coefficients were
calculated from the measured UV/Vis spectra to determine the aromaticity and average
molecular weight of HL. The HL functional groups were determined by FTIR spectra, and the
acidity was determined by potentiometric titrations. The obtained results very well
characterized the individual humic substances isolated from fluvisol.
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1 UvOD

Huminové latky (HL) se fadi mezi pfirodni organické slouceniny, jejichz vlastnosti maji
piiznivy vliv na vyvazené fungovani v pudnim ekosystému. Jejich ojedin€lé vlastnosti
postupem casu nachazi Siroké uplatnéni v medicing€, v zemed€lstvi nebo i1 v riiznych odvétvich
prumyslu. Huminové latky vznikaji béhem humifikaéniho procesu, do kterého vstupuji
odumfelé Zivocisné a rostlinné tkané. Mezi tyto latky, které vstupuji do humifikac¢niho
procesu, se fadi celuldza ¢i hemicelulGza, lignin nebo chitin. Avsak vSe se nemusi pfeménit na
stabilni organické latky, ale ¢ast miize byt pfeménéna na oxid uhli¢ity a vodu béhem procesu
mineralizace. Procesy humifikace a mineralizace vytvaii mezi sebou jakousi rovnovahu, kdy
pravé mineralizaci dochazi kuvolnéni energie, jejiz majoritni ¢ast je spotiebovana
napi. metabolismem mikroorganismt a zbytek této energie je uloZen ve stabilnich frakcich
OM tj. huminovych latek. Vzniklé huminové latky se tedy nachazi ve velké mife kolem nas a
dokazi nas ovliviiovat napiiklad svym vlivem na trodnost ptd a zdravotni kondici plodin.

Tato bakalafska prace je zaméfena na piedstaveni struktury jednotlivych frakci HL
a v neposledni fad¢ i odhadu a charakterizaci jednotlivych stavebnich kamenti téchto slozitych
biokoloidnich sloucenin. Je to pravé jejich struktura, kterd podminuje reaktivitu a chovani
téchto latek. Nejdiive je nutné huminové latky ziskat, kde k extrakci jednotlivych frakci HL
byla vybrana fluvizem, kterd se nachazi na jizni Moravé v okoli fek. Konkrétné byly vzorky
pudy odebrany na poli v katastru mésta Ivan na jizni Morave pobliz Novomlynskych nadrzi.
Izolaci HL podle postupu IHSS byly ziskany tii frakce huminovych latek, a to huminy (HU),
huminové kyseliny (HK) a fulvinové kyseliny (FK).

Prvni ¢ast bakalaiské prace predstavuje Uvod k dané problematice, jez tvoii dvé zakladni
kapitoly, a to kapitolu o pidé¢ a o huminovych latkach. Nejdiive bude prostudovana
anorganicka a organicka slozka pudy a charakterizovana fluvizem. Druh& kapitola zahrnuje
pfedstaveni huminovych latek. Nasledujici ¢ast bakalaiské prace je v€novana charakterizaci
huminovych latek pomoci spektralnich a termickych metod, mezi které je zatazena
elementarni a termogravimetrickd analyza, UV/Vis a FTIR spektrometrie. Charakterizace
fulvinovych a huminovych kyselin je doplnéna potenciometrickymi titracemi.



2 TEORETICKE ZAKLADY

2.1 Pida

V pudé dochazi k interakcim a vzajemnému ovlivnéni vSech hlavnich sfér Zemé, které dale
vede k vytvoieni velkého mnozstvi riznych ptdnich druhd, jejichz taxonomicka klasifikace
neni doposud zcela sjednocend. Tento jisty problém lze spatfit v taxonomickém nazvoslovi
pudnich druhd, které je pouzivano v Evropé a na americkém kontinentu. Tvorba ptdnich
castic, z SirSiho hlediska, zavisi na ptisobeni mnoha specifickych vlivi, jako jsou klimatické
podminky, druhy piidotvornych substratti, rozmanitosti ptidni bioty (fauna, flora, pitidni
mikroorganismy, houby, plisn¢ atd.), které p¥imo ovliviiuji mineralni a organické slozky
pudy. Obsah vody urcuje pohyb a rozpustnost latek v ptidé. Klimatické podminky ovliviiuji
vytvareni ptidy a biosféra zahrnuje organismy, které maji predpoklad ke kolonizaci urcitého
typu pudy. Pravé ptida ma zasadni vliv na stabilitu ekosystému [1].

2.1.1 Slozeni piidy

Piida je smési anorganickych a organickych slozek. Zvétravanim riznych druht hornin vznika
anorganicka slozka a organicka slozka je vysledkem Zivota rostlin a zivo¢ichi [2].

Anorganické slouceniny tvofi rizné velké Castice, které definuji texturu ptdy. V pidé je
velmi Siroké rozmezi velikosti ¢astic. Piida obsahuje, jak velké tlomky hornin, tak i malé
fragmenty velikostné se pfiblizujicich koloidnim rozmériim. Prostorové uspotadani vychazi
z velikosti mineralnich slozek, kde pravé pisek, prach a jil urCuji strukturu pidy. Mezi
hrubozrnny sediment se fadi pisek, jehoz ¢astice maji velikost v rozmezi 0,05 milimetru az
2,0 milimetry. Piscité pidy vznikaji ze zvétralych ¢asti horniny kfemene, magnetitu nebo
riznych Glomka schranek a minerali. Plidy obsahujici v&tsi mnoZstvi pisku nedokazi udrzet
vlhkost, tudiz rychle vysychaji, coz vede k chudSimu obsahu zivin, které mohou byt
vyuZzivany rostlinami a pidnimi mikroorganismy. Velikost prachu se pohybuje v rozmezi od
0,002 milimetru do 0,05 milimetru a vznika zvétravanim star§ich hornin, a to ze zrn Zivce,
kiemene a dalSich minerald. Pida bohata na prach organomineralniho komplexu zadrzuje
vlhkost potiebnou pro rist rostlin a omezuje tak vysychani pudy napii¢ pidnimi horizonty.
Mezi castice, které jsou mensi nez pisek a prach patii jil, ktery ma Castice mensi nez
0,002 milimetru. Jil je vysledkem vyrazného zvétravani mineralt, které ¢asem degradovalo.
Tyto méné provzdu$néné pudy maji pevnéjsi vazby s vodou, ale obsahuji prevazné jen
mineraly a zanedbatelné mnozstvi organického materialu. V této souvislosti ¢asto mluvime o
tzv. tézkych padach, které jsou velmi nepropustné nejen pro vodu, ale i pro pidni plyny [2].

Pidni organickd hmota zahrnuje rostlinnou nebo zivocisnou tkan, Kterd se nachazi
v rizném stadiu dekompozice. Mezi zivou cast organické slozky se fadi bakterie a houby,
které se podileji naptiklad na tvorb&é humusu, rozkladu a mineralizaci. Organicka ¢ast pudy
zaujima 0,4-10 %, zbytek tvoii anorganicka ¢ast pudy [3].



2.1.2  Pudni organicka hmota

Primarni organicka hmota plynule pfechazi reakcemi jako je humifikace, karbonizace,
mineralizace nebo ulmifikace, v sekundarni organickou hmotu.

Odumfelé casti rostlin a zivocichti nebo hnojiva, kterd se dostala do pudy, podléhaji
pfeménam na nové latky v zavislosti na podminkach a vlastnostech pidy. Tudiz primarni
organicka hmota pasobi kratkodob¢ a rychlost rozkladu zavisi na vyssim obsahu dusiku oproti
uhliku. Snadnéji se budou rozkladat bilkoviny a celuléza oproti pomalému rozkladu lipida
nebo ligninu [1].

Latky, které prosly dlouhodobymi pfeménami, se oznacuji jako huminové latky. Jedna se
0 stabilni vysokomolekularni latky, které jsou tézce rozlozitelné a diky tomu, Ze byly
vytvoteny polymeracnimi ¢i syntetickymi reakcemi, pii kterych se spotfebovalo velké
mnozstvi energie, tak jsou tyto latky i velkym zdrojem energie a zivin pro rizné organismy.
Mezi tyto organismy lze zafadit nizS§i avyS$s$i rostliny, houby, plisn¢ a predevSim
mikroorganismy [4].

Pfirodni organickd hmota (NOM — Natural Organic Matter) je vysoce heterogenni smés,
kterou tvofi také HL. NOM lze rozdélit dle velikosti Castic na nerozpusSténou pudni
organickou hmotu (SOM — Suspended Organic Matter) a rozpusténou organickou hmotu
(DOM - Dissolved Organic Matter), ktera je soucasti povrchovych nebo podzemnich vod.
Rozklad rostlinnych materidlti v acrobnim prostiedi zavisi na dostatecnych zasobach vody
aodolnosti dané slozky se transformovat. Rozmanitost slozeni pudy a rozdily
v transformacich slozek vede k nepfesnému definovani smési, kterou tvoii SOM, DOM nebo
diive jiz zminéné frakce huminovych latek [4].

2.1.3 Charakterizace Fluvizemé

Vyzkumy zaloZené na jednoduchych analytickych metodach byly znaéné nedostatecné pro
charakterizaci rozdilt riznych druht pud, tudiz jsou pidy rozdéleny podle spolehlivéjsiho
kritéria, které zahrnuje parametry, mezi které se fadi velikost ¢astic, mnoZstvi humusu nebo
vody [5]. Dale lze zatadit mezi charakteristické fyzikalni vlastnosti pidy porovitost,

objemovou hustotu i rychlost infiltrace [6].

Fluvizemé vznikaji na vSech kontinentech plsobenim periodického zaplavovani
v oblastech povodiovych sedimenti v okoli fek a potoku s vyraznym vlivem povrchovych
a podzemnich vod [7-8]. Pokud je tato puda dostatetné provzdu$néna, tak je pievazné
hnédého zbarveni, avSak pokud je plida nasakld vodou, tak vykazuje Sedé zbarveni. Prave
dtsledkem pravidelného zaplavovani dochazi v ptidé k vytvafeni barevné strakatosti. Také
struktura se 1isi v zavislosti na obsahu vody, kde v zaplavenych oblastech jsou prevazné tézké
jily a v sussich oblastech tvoii ptidu pievazné pisek [8].

Vlivem ukladéni sedimentli, vzdalenosti od feky, stafim a obdélavanim pidy dochézi
k vytvoteni vertikalni a horizontalni heterogenity, vytvaii se zna¢né rozdily v textuie
a mineralnim sloZeni pudy. Fluvisoly obsahuji také diky motskym lasturdm uhlicitan



vapenaty. Vznikd nepravidelné vrstveni huminovych latek a mineralnich sedimentl, kde
s klesajici hloubkou klesa obsah organického uhliku v padé¢ [5-6, 9]. Tento typ pudy vykazuje
téméef neutrdlni hodnoty pH, tudiz nedochazi k naruSeni dostupnosti Zivin a je vyuZzivan
k péstovani suchomilnych plodin, ryZe aVv obdobi sucha slouzi k pastvé. Fluvizem tvoii
piiblizné 2,8 % zemského povrchu [8-9].

2.2 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou piirozené se vyskytujici slozkou v pudé, vodé a také
v geologickych organickych loziscich, jako jsou naptiklad raSeliny, hnédé uhli nebo lignit.
Stopové zastoupeni HL obsahuje pisek, jil nebo stojatd voda. Vyssi koncentrace HL je
Vv raseliné, hnédém uhli nebo lignitu a nejvice huminovych latek obsahuji oxihumolity, které
vznikaji za uréitych oxida¢nich podminek z lignitu. Lehce hydrolyzovatelné frakce HL
(frakce o velmi nizké stiedni molekulové hmotnosti) se také mohou nachézet v buiikach
rostlin a organisma ¢i mikroorganismu, kde hraji dalezitou roli v jejich metabolickych
drahach. Huminové latky se fadi mezi ptirodni organické slouceniny, které jsou ptirozenou
soucasti mnoha prirodnich ekosystému [10-11].

Biochemickymi reakcemi pii dekompozici a pfeméné rostlinnych a zivocisnych zbytkd
dochazi ke vzniku slozitych heterogennich smési polydisperznich sloucenin, které jsou
oznacovany jako huminové latky (tento proces se nazyvad humifikace). Humifikace se fadi
mezi anaerobni proces, ktery muzeme rozdélit na tzv. dvoustuptiovou transformaci. V prvnim
kroku dochézi k biologickému rozkladu, tedy dojde k rozkladu rostlinnych a Zivocisnych
polymerti a ptipadné jejich fragmentd na jednodus$si molekularni jednotky. V druhém
kone¢ném kroku ptevlada biochemicka syntéza, kdy se preméni pravé vzniklé strukturné
jednoduché molekularni jednotky na slozité biomakromolekuly. Takto wvzniklé frakce
plvodnimu materidlu. Nicméng, v ptipad¢ biopolymeru jako je lignin, toto tvrzeni nemusi byt
zcela pravdiveé, jelikoz se tato biomakromolekula vyznacuje podobnymi fyzikalng-
chemickymi vlastnostmi, jako jsou syntetizované HL (tzn. vysoka hodnota M,, omezena
rozpustnost, barva atd.). Huminové latky ovliviuji fyzikalni a chemické vlastnosti pidy
a hlavné zlepsuji jeji trodnost, coz je v piimé souvislosti s jejich pozoruhodnou reaktivitou.
Tyto biokoloidni slou¢eniny hraji vyznamnou roli pfi ,.komunikaci® rostlin a pidnich
mikroorganismi. Jinymi slovy, tyto biokoloidni slouceniny jsou dorozumivacim jazykem
mezi vySe zminénymi organismy, kde plni Glohu tzv. signdlnich molekul [10, 12].

2.2.1 Rozdeleni huminovych latek

Huminové latky lze rozdélit dle jejich acidobazické rozpustnosti na tfi zakladni frakce, které
jsou znamy pod oznaCenim huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy. Zbarveni
jednotlivych HL je vidét na Obrazku 1.
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HUMIN HUMINOVE KYSELINY FULVINOVE KYSELINY

—
Klesa intenzita barvy

Obr. 1: Zbarveni jednotlivych frakci HL [13]
Humin

Humin resp. huminy (HU) jsou frakce, které jsou zbarveny do velmi tmavé az ¢erné barvy
a zaroven jsou nerozpustné, jak v kyselinach, tak i v zasadach. Tuto odolnost vuci
rozpustnosti lze vysvétlit tak, Zze humin je ve své podstaté huminova kyselina, kterd je pevné
vazana na mineralni podil pudy. Jedna se tedy o slouceniny S nejvyssi stiedni molekulovou
hmotnosti. Huminy vykazuji vysoky stupefi kondenzace a polymerace. Funkce a vlastnosti
humini nejsou stale zcela objasnény, ale je ziejmé, ze bude diky nim dochézet k zadrzovani
vody v pudé, ke zlepSeni struktury pady nebo ke kation-aniontové vyméné [14-16].

Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny (FK) jsou zbarveny do svétle zluté az zlutohnédé barvy a jsou rozpustné
za vSech podminek pH [17]. FK jsou slozené z aromatickych stavebnich jednotek bohaté
substituovanych kyslik obsahujicimi funk¢énimi skupinami, jako jsou karboxylové a fenolické
skupiny. V porovnani s HK jsou méné substituovany alifatickymi funkénimi skupinami ¢i
fragmenty lipidickych sloucenin tzn. vy$Sich mastnych kyselin ¢i vosku. Slozeni téchto
kyselin je proménlivé. Jejich malé velikost a vysoka rozpustnost molekul umoziuje vysokou
mobilitu v padnim profilu, coz hraje klicovou roli ve vyzivé rostlin a dostupnosti vyzivovych
prvkll pro rizné pudni organismy. Naproti tomu, tyto frakce HL mohou v pidach
a podzemnich vodach zptasobovat jisté environmentalni riziko, a to v piipadé, kdy jsou témito
mobilnimi slou¢eninami vazany toxické kovy napt. Ni2*, Hg?*, Cu?*, AI**, Cd?" aj. Fulvinové
kyseliny jsou velmi reaktivni z divodu velkého mnozstvi karboxylovych a hydroxylovych
skupin a maji tak vysokou kationtovou vyménnou kapacitu. FK neobsahuji Zadné methoxy
skupiny, obsahuji méné uhliku, dusiku a jsou méné aromatické oproti huminovym kyselinam,
které maji vy$$i obsah fenolt a chinoidnich struktur. Avsak diky vysokému obsahu
karboxylovych skupin maji FK oproti HK vyssi obsah kysliku [14-15]. Model struktury FK
dle Bufflera je uveden na Obrazku 2.
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Obr. 2: Struktura fulvinovych kyselin podle Bufflera (1977) [18]
Huminové kyseliny

Tteti frakci jsou huminové kyseliny (HK), které jsou zbarveny do tmavé hnédé¢ az ¢erné barvy
a jejich rozpustnost se pohybuje pii vyssich hodnotach pH. Nejsou rozpustné v kyselém pH
a ve vod¢ jsou omezené rozpustné, avSak rozpustnost se mize liSit v zavislosti na struktuie
a slozeni HK, pH a iontové sile [19].

V zavislosti na stafi, pivodu nebo klimatu a dalSich vnéjSich podminkach se také lisi
obsah funk¢nich skupin v HK. Mezi hlavni funkéni skupiny HK se fadi karbonyly, alkoxyly,
karboxylové a —OH fenolické skupiny. Mezi dal$i funkéni skupiny lze zatadit enolové,
chinonové a etherové skupiny, avsak ve struktute HK mohou byt i fragmenty polysacharidu ¢i
polypeptidi. Takto se makromolekula HK sklada z hydrofilnich a hydrofobnich ¢asti, kde
hydrofilni domény jsou bohaté¢ substituovany —OH, —COOH a-NH-CO- funkénimi
skupinami, zatimco hydrofobni ¢ast je prevazné tvofena aromatickymi stavebnimi
jednotkami, ptipadné fragmenty lipidickych fetézct. Molekula HK vytvati prostorové
globularni strukturu, kde wnitini ¢ast této makromolekuly je tvofena aromatickymi
slouceninami a lipofilnimi fragmenty. V této souvislosti je nad miru jasné, Ze jeji hydrofilni
¢asti budou exponovany do vodného, resp. polarniho prostfedi. Toto uspofadani je podobné
miceldm a vede ke snizeni povrchového napéti. HK dokazi vytvaret komplexy s tézkymi
kovy, coz je vyhodny, jelikoz timto zpusobem muze dojit k imobilizaci tézkych kovi
v pudach anebo sladkovodnich zdrojich [20]. Pravé HK jsou nejkvalitngj$im produktem
humifikace, diky nim dochazi k vyraznému ovlivnéni pufracni schopnosti pidy, kationtové
vyménné kapacité a ovlivnéni struktury a urodnosti pudy [14]. Ptiklad struktury HK podle
Stevensona je uveden na Obrazku 3.
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Obr. 3: Struktura huminovych kyselin podle Stevensona (1982) [18]
2.2.2  Vznik a geneze huminovych latek

Humifikaci neboli syntézu humusu ktery zahrnuje huminové kyseliny, fuIvinové kyseliny
v pudé [15]. Piedstavy, jak pfesné vznikaji HL, jsou zalozeny na ligninové a polyfenolové
teorii, a také na teorii kondenzace sacharidi s aminy a teorii polyketidove. Jednotlivé teorie
vzniku huminovych latek se mohou uplatiiovat a dopliiovat v urcitych pidach v rizném
rozsahu. Napftiklad ligninova teorie bude pfevladat ve Spatné odvodnénych ptidach a naopak
teorie kondenzace sacharidd s aminy bude ptevladat v pidach, které jsou vystavovany Castym
zménam teplot, vlhkosti a slune¢niho svitu [21].

Ligninova teorie

Ligninova neboli degradacni teorie vychazi z toho, Ze vychozi latkou pro vznik HL je lignin,
kutin nebo melanin. Tato teorie ptedpoklada rozklad rostlinné tkané mikroorganismy za ucasti
pudnich aktinomycet a plisni, kdy je lignin dekompozi¢nimi reakcemi rozloZen na jednodussi
fragmenty, ze kterych jsou naslednou kaskadou biochemickych reakci syntetizovany nejprve
vysokomolekularni huminy. Humin je déale pfeménén na huminové kyseliny a nasledné na
fulvinové kyseliny. Béhem del§iho ¢asového tseku mtze dojit k rozkladu az na oxid uhlic¢ity
avodu, coz je d¢j, jez je dobfe znam pod oznafenim mineralizace organické hmoty [13].
Nejdiive dojde k odstépeni methoxylovych skupin za vzniku o-hydroxyfenolti a dale
nasleduje oxidace alifatickych postrannich fetézcti a pfeména na karboxylové funkéni
skupiny. Tyto produkty dale reaguji s amoniakem, kde dojde k vytvoteni cyklickych molekul
se zaClenénim dusiku. Organicky dusik je vhuminovych latkach vazan v podobé
sekundarnich amida (-NH-CO-), které poukazuji na zaclenéni polypeptidickych fragmentti
do makromolekuly HL [21].
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Polyfenolova teorie

Polyfenolovéa teorie vzniku huminovych latek je uritou modifikaci ligninové teorie, Kterd
byly uvolnéné zligninu pfi mikrobidlnim rozkladu, jsou pomoci enzyml pfeménény na
chinony. Chinony dale polymeruji za vzniku huminovych latek. Déle druhou cestou syntézy
HL je syntéza polyfenolt ze zdroju, které neobsahuji lignin, v pfitomnosti celuldozy. Nejdiive
dochézi k dekompozici odumfelé rostlinné tkané na zakladni molekuly, mezi které se fadi
karboxylové kyseliny a fenoly, a dale se pferusi vazby mezi ligninem a celulézou. Dochézi
k odstranéni methylové skupiny na postrannim fetézci a oxidaci, coz vede k vytvoreni
polyfenold. V pfitomnosti enzymu polyfenoloxiddzy dochazi ke katalyzované oxidaci
polyfenollil na chinony, které dale reaguji se slouceninami obsahujici dusik. Nasleduje
polymerace za vzniku fulvinovych kyselin potom huminovych kyselin a huminu [22, 24].

Teorie kondenzace sacharidii s aminy

Kondenzace sacharidii s aminy je teorie, kdy dochazi ke vzniku HL chemickou syntézou.
Nejdiive dochazi ke $tépeni stavebnich jednotek makromolekuly na zakladni organické
slouceniny, jako jsou monosacharidy a aminokyseliny. Nasledn¢ adici amino skupiny na
karbonylové skupiny vznikaji N-substituované glykosylaminy, které podléhaji pieskupeni
a vytvaii N-substituované amino-deoxyketdzy. Dochazi k eliminaci molekul vody u ti
uhlikatych zbytka aldehydt a ketont a naslednou polymerizaci vznikaji hnéd¢ zbarvené HL
[24-25].

Polyketidova teorie

Nejnovejsi teorii vzniku HL je teorie polyketidova, ktera vychazi z predchozich teorii vzniku
HL, ale na rozdil od nich se pfedev§im zamétuje na piidni mikrobialni a enzymatické Cinitele.
Tato teorie 1ze rozdélit na dvé ¢asti, kdy v prvni ¢asti nejdiive dochazi k rozkladu rostlinnych
a mikrobidlnich smési na zakladni stavebni jednotky a nasledné¢ v druhé casti vznikaji
preménami polyketidy, ze kterych jsou dale syntetizovany HL [22].

2.2.3 Struktura huminovych latek

Huminové latky se skladaji z organickych makroprvka C, H, O, N a S bez ohledu na jejich
pavod. Molekulovd hmotnost HL se pohybuje vrozmezi 2-200 kDa. V zavislosti na
podminkach vzniku HL se 1isi i v priab&éhu tvorby obsah funkénich skupin. Naptiklad
mnozstvi COOH a C=0O skupin se v prubéhu humifikace huminovych kyselin zvySuje
anaopak mnozstvi OH a CHs skupin se béhem tohoto procesu snizuje [16]. Fulvinové
kyseliny obsahuji vice kyselych funkénich skupin, zejména karboxylové, fenolicke,
alkoholové, ketonické skupiny na rozdil od HK, které obsahuji vice chinoidnich skupin.
Celkova kyselost FK je tedy oproti HK vyssi a molekulova hmotnost nizsi [26].

Pravé znalost struktury a slozeni HL je nutné pro chapani fyzikalné-chemickych interakci,
avSak v pfipadé huminovych latek neni struktura stale zcela popsana. Ke stanoveni skute¢né
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velikosti a strukturni morfologii HL a nasledné reaktivité v pudé je zapotiebi znat molekularni
hmotnost, kterd neni stale zcela znama. Pochopeni struktury huminovych latek je zaloZzeno na
dvou rozdilnych teoriich. Prvni teorie uvadi, Ze huminové latky jsou polymery a druha teorie
uvazuje nad supramolekularnimi molekulami [25, 27].

Polymerni teorie

Nézor, ktery je relativné zastaraly a neni podlozen zadnym pfimym dilkazem, popisuje HL
jako polymerni slouceniny. Tato teorie vznikla na zaklad¢ laboratornich experimenti
a predstavuje si HL jako makromolekuly, které maji linedrni polymerni strukturu. Pozdg&ji
bylo zjisténo, ze HL jsou uspofddany do ndhodné¢ stocené polymerni konformace. Avsak
nasledné bylo diky dal§im experimentim zjisténo, ze se molekularni struktura dokaze na
zakladé¢ pH, iontové sile rozpoustédla nebo néboje na polymernim fetézci zmeénit z
klubkovitého tvaru na linearni tvar a naopak [27].

Hlavni mySlenkou pii pohledu na huminové latky z polymerniho hlediska je
polydisperzita. Kdy huminové latky jsou polymery, které maji riznou molekulovou hmotnost,
ktera je podobna pravé piirodnim makromolekuldm. Mezi tyto makromolekuly se Fadi
naptiklad polysacharidy (Skrob, celul6za, hemi-celul6za, B-D-glukany aj.), lignin nebo
proteiny. Tato teorie nasla své opodstatnéni na zakladé podobnosti s biopolymery, které jsou
syntetizovany v burice a tvofi rizné nadmolekularni dtvary. Nékolik divodu, pro¢ byla piijata
polymerni teorie zahrnuje tedy srovnani makromolekuldrnich polymert, které jsou v Zivych
buiikach, ackoli tady hraje dalezity ptedpoklad, ze HL nejsou produkt bunécné syntézy, ale
spi§ produkt bunééné smrti. Dal§im zohlediiujicim motivem je pomérné vysoka stabilita HL
Vv pudé, kdy po vytvofeni ,zralé® makromolekuly, jiz nedochazi k vyznamnym strukturnim
zménam. Tato stabilita je podobné jako u Skrobu indikovana prostiednictvim intra-
a intermolekularnich interakci mezi jednotlivymi stavebnimi jednotkami spoluvytvaiejicich
strukturu HK a humint. Mezi dalsi divod 1ze zatadit koloidni vlastnosti HL, které se podobaji
vlastnostem polyelektrolytt, jako jsou procesy flokulace, disperze nebo dvojvrstvého chovani
ve vodném prostiedi [27-28].

Supramolekularni teorie

vvvvvv

polymerniho modelu auvaZzovalo se nad supramolekuldrni strukturou HL. Tato
supramolekularni teorie uvadi, Ze struktura neni stabilizovana kovalentnimi vazbami, ale ke
stabilizaci a spojeni rtiznych malych molekul dochazi prostfednictvim spontannich spojeni
pomoci tzv. slabych vazebnych interakci. Mezi slabé interakce lze zatadit van der Waalsovy
sily, m—m vazby, CH-n vazby nebo vodikové mistky, kviili kterym dochazi s rostoucim pH
k vytvafeni velké molekularni struktury. Z této teorie tedy vychazi, ze HL nejsou
makromolekularnimi polymery, ale pifedstavuji sdruzeni malych heterogennich jednotek,
které jsou stabilizovany do supramolekularni struktury, ve kterych se nachazeji hydrofobni
a hydrofilni domény [22, 27].
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Zjisténi, Ze jsou HL spojeny slabymi interakcemi, otevielo nové znalosti o jejich
fyzikalné-chemickych vlastnostech v pudé a Zivotnim prostiedi. Katalytickou technologii je
mozné piemeénit volné HL ve skute¢né kovalentni polymery v piidnim nebo vodnim prostredi.
Tato skuteCnost umoznuje zlepSit schopnost kontroly ptdni organické hmoty v naSem
hospodafstvi, zamezit riziku eroze, snizit rozsah desertifikace pudy a tim zlepSit arodnost
pudy. Vysledkem mnoha pozorovani vedla k tomu, ze diky molekule, ktera je uvolnéna
z velkych supramolekularnich HL, je mozné ovlivnit pfijem Zivin rostlin a zvysit tak vynosy
plodin. Déale dochazelo k vytvaieni metod, které byly zalozené na interakcich naptiklad
s amfifilnimi organickymi kyselinami, mocovinou nebo s kationty, které jsou schopny narusit
zdanlivé velké struktury huminovych latek a ziskat tak frakce, které jsou jednodussi
a homogenni [27-28].

2.3 Huminové latky a pudni prosti-edi

Vyznamnou schopnosti HL je jejich schopnost vazat tézké kovy, pesticidy, barviva
a povrchové aktivni latky. HL predstavuji pfirodni ligandy, které dale interaguji s polutanty
a dochazi tak ke snizeni toxicity. Pokud ptida obsahuje malo HL, tak se tézké kovy a dalsi
toxické latky dostavaji do rostliny, kde dale dochazi k ovlivnéni celého potravniho fetézce
[11].

HL vazané na mineralni Céastice pudy predstavuji pro ptdni organismy zdroj energie
a vyzivu ve form¢ mineralti. Huminové latky maji ve svych uhlikovych vazbach uskladnénou
energii, kterou dale vyuzivaji organismy ke svym metabolickym déjim. Mezi tyto organismy
lze zatadit kvasinky, bakterie, fasy nebo 1 drobné Zivoc¢ichy. HL zlepSuji kvalitu pady svou
schopnosti zadrZzovat vodu v kofenové oblasti ptdy. Voda piedstavuje nosic¢, ktery obsahuje
ziviny a je schopen dodévat rostlindm a pidnim organismiim potfebné ziviny. Jestlize je
v pud¢ vysokd koncentrace HL, tak dochdzi k zadrzeni dostate¢ného mnozstvi vody pro
vyziveni rostliny i v obdobi sucha [14, 21].

Mezi organismy, které jsou vyrazné prospesné pud¢ a zivotu rostlin 1ze zatradit houbové
hlistice, fasy, drobné Zivolichy, bakterie, a také kvasinky. Naptiklad bakterie svymi
organickymi vymésky ovliviiuji rozpustnost mineralnich latek v pidé nebo jsou schopné
uvoliiovat polysacharidy, které dale vytvaii pldni agregaty. Tyto agregity napomadhaji
vytvaret potfebnou strukturu pidy. Jiny druh bakterii je zase schopen vylucovat do pudy
antibiotika (polyketidy), které chrani rostlinu pted Sktdci. Organické latky, které vylucuji
houby, napomahaji tvofit humus a agregaty. Drobni Zivo¢ichové napomahaji tvorbou humusu
a kanalku, které umoziuji pudé dychat [14, 26].

2.4 Vyuziti huminovych latek

Uz v drivéjsich dobach se vyuzivaly HL, avsak lidstvo HL neznalo, a tudiz ani nevéd¢lo, co
zpusobuje tyto pfiznivé vlastnosti. Az v neddvnych dobach se zjistila bliz8i charakterizace
HL, a tak se HL zacaly vyuzivat v riznych odvétvich primyslu, zeméd¢€lstvi nebo v medicing

[23].
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241 Vyuziti HL v mediciné

Vyuziti HL v mediciné saha az do historie, kdy se pomoci HL 1é€ily mnohd onemocnéni,
avSak az v neddvné dobé¢ se zjistilo, ze v téchto 1écebnych procesech hraji vyznamnou roli
HL. V mediciné maji HL velky vliv na Zivy organismus. Vynikaji svymi vlastnostmi pii
transportu Kysliku v krvi, kdy dodavaji erytrocytim vyssi schopnost a rychlost k okysli¢eni
celého organismu. HL umoziiuji snadnéjsi propustnost mineralnich latek pfes bunécnou sténu,
a tak zamezuji napiiklad strumé, takZe podporuji ptenos jodu do §titné zlazy. Také je znamo,
ze HL dokézi na sebe snadno vézat t¢zké kovy nebo rtizné polutanty, kterych néasledné télo
zbavuji, a tak dochazi k detoxikaci organismu. Pozitivni vliv HL lze vidét i v trvicim traktu,
kde jsou HL schopné vytvofit na povrchu sliznice ochranny film, ktery zamezuje vstfebavani
infekénich patogenti do organismu. Specialné HK vykazuji 1é¢ivé Gcinky pfi transdermalnim
podani, at’ uz na riiznd kozni onemocnéni nebo pouze jako prevence pted viry tak, ze se
navazi na vir a tim zabrani jeho nésledné replikaci. Dalsi vyzkumy ukazuji, ze HK dokazi
bojovat nejen proti virovym onemocnéni vné organismu, ale také proti dal§im vnitinim
virovym onemocnéni [11, 17, 21].

2.4.2 Vyuziti HL v primyslu

V primyslu nasly HL velké vyuziti jako zdroj energie v podobé uhli. AvSak od tohoto
zpusobu ziskani energie spalovanim fosilnich paliv bylo odstoupeno kvili produkei vysokého
mnozstvi oxidu uhli¢itého v atmosféte, ktery vytvaii sklenikovy plyn. Sklenikovy plyn
zpusobuje globalni oteplovani a okyseleni ocedn, takze kvili ochrané Zivotniho prosttedi je
zvolena nahrada SetrnéjSimi zdroji, mezi které se fadi vétrné, slune¢ni nebo vodni elektrarny
[23].

Velkého vyuziti nasly HL ve stavebnictvi, kde se pouzivaji jako ptisady pro fizeni
rychlosti tuhnuti betonu. Pfi pfidavku huminovych kyselin pfi vyrob¢ cementi dochézi
k ovlivnéni disperzity nebo adhezi vzniklych povrchl. Také se huminové kyseliny pridavaji
do keramiky, kde zvySuji odolnost nevypalené keramiky pti mechanickém namahani. Dale se
HL uplatiiuji pfi vyrobé€ plastli, naptiklad pfi vyrobé PVC nebo Nylonu 6 plni HL roli
zmékcovadla a barviva. V papirenském pramyslu se HL zahrnuji do nékolika vyrobnich
procest, naptiklad pfi vyrobé papirti s vysokou pevnosti v tahu, pfi recyklaci papiru nebo pii
vyrobé elektricky vodivych papirii. V koZed€lném primyslu se HL pfidavaji do roztoku, ktery
slouzi ke konecné tpravé kiize. V papirenském, textilnim a dfevozpracujicim primyslu jsou
HL hojné vyuzivany jako piirodni pigmenty [26].

2.4.3 Vyuziti HL v zemédelstvi

Huminové latky vyrazné ovliviiuji kvalitu a produktivitu ptidy. Mezi hlavni vyuziti HL
v zem&dé€lstvi patii zvySeni urodnosti, vihkosti a kvality pudy. Huminové latky také vykazuji
vysokou vyménnou kapacitu, ktera pozitivné ovliviiuje trodnost pidy [26]. Po piidavku HL
do jilovitych ptd dochdzi k vyraznému zlepSeni v pronikani vody, a tudiz k lepSimu rtstu
rostlin v kofenové oblasti. Pii aplikaci HL do piscitych pad naopak dochazi k zadrzeni vody,
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¢imz se vyrazné zlepSuje schopnost zadrzovat a nevyplavovat Ziviny z pudy. Zejména
huminové kyseliny jsou dulezité pro zajisténi optimalniho rozsahu pH, kde pravé HK jsou
schopné vyrovnavat vykyvy pH pudy, a tak stale udrzovat pH v rozmezi 5,5-7,0, které je
vhodné pro rist rostlin. HK jsou také schopny postupné uvoliiovat prvky, mezi které lze
zatradit fosfor, dusik, draslik aj. a tim je poskytnout rostlinam. Naptiklad draslik reguluje
otvirani a zavirani praduchi na listech a tim podporuje metabolismus [29].

Chelatové komplexy, které jsou tvorené kovy a HK, jsou vyuzivany pii kli¢eni rostlin,
kdy tyto komplexy umoziuji slabé rostliné snadnéjsi piijem Zzivin. V pudé jsou chelaty
piistupnéjS$imi zivinami pro rostliny a mikroorganismy, na rozdil od kovi v iontovém stavu.
Udrzuji hnojiva, kterd jsou rozpustnd ve vodé v kotfenové zon¢ a davkuji je pfimérene
v zavislosti na stavu rostliny. Pficemz v soucasné dobé se HL piidavaji i do hnojiv, kde ke
zvyseni urodnosti se pouzivaji soli huminovych latek. HL jsou schopné katalyzovat procesy,
které vedou ke vzniku vy$§imu obsahu sacharidd, lipidi a riznych vitamint v puadé a dale
v rostlinach. Také uvoliuji CO; z uhli¢itanti a tim dochazi k ovlivnéni fotosyntézy [11, 26].

Huminové latky tvoii soli, mezi které lze zafadit draselné, sodné, vapenaté nebo amonné.
Alkalické soli HL jsou vysoce rozpustné ve vodé a zvlhcuji kyselé pudy a tim dochazi
k zabranéni okyseleni pudy. Tyto draselné nebo sodné soli HL pozitivné pfispivaji
k zakotenéni mladych rostlin, zvySeni G¢innosti mineralniho hnojeni nebo k odolnosti rostliny
vici nepfiznivym podminkam, mezi které se fadi houbové choroby nebo chlad [30]. Amonné
soli HL se pouzivaji s pfidavkem dusiku, fosforu a drasliku do hnojiv, ktera vykazuji Siroké
rozmezi aplikaci, které vede ke zlepSeni trodnosti pud [29]. Humat véapenaty umoziuje
pfeménu iontu vapniku na takovou formu, ktera poskytne rostlin€ snadné vstiebavani. Humat
véapenaty zajistuje chemickou rovnovahu v pud¢, a také snizuje salinitu pady [31].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vybrana publikovand studie M. Eshwar a kol. [32] byla vénovana extrakci, izolaci
a purifikaci huminovych a fulvinovych kyselin z hnoje. Tyto izolované HL a jejich reaktivni
funk¢ni skupiny byly nasledné rozsahle charakterizovany pomoci UV/Vis spektrometrie,
a také zpétnou a karboxylatovou titraci. Metodou Ba(OH). byla stanovena celkova kyselost
HK a FK. Principem tohoto stanoveni je specificka reakce, resp. neutralizace veSkerych
funk¢nich skupin, které jsou schopny odstépit proton. V této souvislosti mame piedevsim na
mysli funkéni skupiny, jako jsou karboxylové a fenolické. Ur¢ita ¢ast hydroxidu barnatého je
spotfebovana na neutralizaci kyselych funkénich skupin, které se nasledné ve vzorku
nachazeji v podobé soli HL tzn. fulvati a humatd. Pfebyte¢né mnozstvi Ba(OH): je nasledné
titrovano za pouziti standardniho roztoku HCI. Pokud bychom méli tuto titraci blize
specifikovat, tak se jedna o tzv. titraci zpétnou. Bylo zjisténo, ze celkova kyselost byla vyssi
v piipadé FK (9,4 meq-g?) vporovnani sHK (7,2 meq-g ). Také bylo dokazano, Ze
procentudlni podil karboxylovych skupin ma na celkovou kyselost vyssi vliv nez podil
fenolickych —OH skupin. Tento vys$si pomér pravé karboxylovych skupin vedl k podrobnému
prostudovani funkénich skupin a bylo zjisténo, ze produkované sacharidy a dalsi fenolové
slouéeniny jsou snadno rozlozitelné, coz vede k jednoduché preméné na karboxylové skupiny.
Absorpéni koeficient E4/Es je definovan jako pomér absorbanci pti vinovych délkach 465
a 665 nm. Hodnota tohoto absorp¢niho koeficientu je dobrym ukazatelem tzv. humifikace HL.
Jinymi slovy, odborny termin humifikace v sobé skryva nasledujici fyzikalné-chemické
vlastnosti, kterymi Ize analyzované HL a DOM bliZze charakterizovat: (i) stiedni molekulova
hmotnost M,; (ii) aromaticita resp. stupefi aromaticity. Nicméné je zapotiebi fici, Ze tento
absorp¢ni koeficient je siln¢ zavisli na hodnoté pH roztoku, a tudiz je vhodné rozpusténé HL
analyzovat, aZ po jejich uvedeni do roztoku pufru. Autofi uvadi, Ze pomér optickych hustot
byl vyssi v ptipadé FK (6,2), v porovnani s HK (4,3), kde tento rozdil je pravdépodobné
zpusoben vyssi sttedni molekulovou hmotnosti a vy$§im obsahem aromatickych stavebnich
jednotek ve struktufe HK. Na tomto misté je nutné fici, Ze aromatické stavebni jednotky FK
jsou podstatné strukturné jednodussi, avSak s vySsi mirou substituce jejich Ar jader kyselymi
funkénimi skupinami. Naproti tomu, aromatické jednotky HK se mohou nachazet v podobé
kondenzovanych systému, a tudiz muzeme hovotit o polyaromatickém charakteru HK.
V ptipad€ rychlé charakterizace HL a DOM je UV/Vis spektrometrie nepostradatelnou
instrumentalni technikou, avSak je zfejmé, Ze pouhé vizudlni zhodnoceni prib&hu jejich
UV/Vis spekter by bylo zcela nedostacujici. V ptipad€ porovnani UV/Vis spekter HK a FK je
zfejmé, Ze tyto spektra jsou si navzdjem velmi podobnd, jelikoZz se u téchto organickych
sloucenin nenachazi zadné specifické absorpéni maximum, které by blize definovalo jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti. V této souvislosti lze hovotit o tzv. kvazi-exponencialnim
pribéhu UV/Vis spekter.

Y. Zhang a kol. [33] pouzili ke studiu huminovych latek metody termické analyzy
a v neposledni fadé¢ i spektrometrické techniky. K zakladni fyzikalné-chemické charakterizaci
pouzili termogravimetrii, elementdrni analyzu CHNS/O a potenciometrickou titraci.
Kvalitativni zhodnoceni izolovanych HL bylo realizovano pomoci infradervené spektrometrie
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s Fourierovou transformaci a 3C NMR spektrometrie. Huminové latky byly extrahovany ze
dvou sedimentii mangrovovych baZin na ostrové Hainan (Cina) dle postupu mezinarodni
spole¢nosti pro vyzkum huminovych latek IHSS. Hlavni myS$lenka autorti spocivala
v pochopeni struktury, a ztoho vyplyvajici reaktivity huminovych latek. Vypoctené
elementarni slozeni HK a FK ukazuje, ze vzorky HK jsou bohatsi na uhlik, dusik a vodik na
rozdil od FK. Naopak obsah kysliku u FK byl vyssi nez ve vzorcich HK. Tento rozdil ve
vy$8im obsahu kysliku u FK je zptisoben piitomnosti funk&nich skupin, mezi které lze zatadit
karboxylové, fenolickeé, hydroxyly nebo karbonyly. Dale bylo zjisténo, ze obsah dusiku byl
vyssi u HK, z divodu snadného uchovavani v jejich struktufe, ato v podobé sekundarnich
amida resp. polypeptidii, které obvykle odrazeji vyznamnou mikrobialni aktivitu béhem
geneze téchto biokoloidnich sloucenin. Nicméné nelze opomenout ani prispévek pltvodni
organické hmoty, ktera byla pouzita k formaci téchto ,,vysokomolekularnich® sloucenin.
Naproti tomu, v ptipadé FK byl dusik béhem procesu humifikace vyéerpan. Vysledky préce
autort ukazuji, Ze HK obsahuji vice substituentd alifatického charakteru, které jsou odvozeny
od lipidickych sloucenin a voski. Obsah karboxylovych skupin piedstavuje vétsinu celkové
kyselosti, kde u FK je tento obsah vyssi nez u HK. Autofi dale uvadi, ze fulvinové kyseliny
obsahuji relativné vice aromatickych struktur na rozdil od HK. Tuto nezvyklost se autofi
pokusili vysvétlit dvéma moznymi pfistupy, z nichz prvni zahrnoval nestandardni podminky
béhem procesu geneze HL a druhy se odvolaval na disproporce v obsahu dusik obsahujicich
slouéenin tzn. polypeptidovych fragmentii, coz ma ve skutenosti za nasledek podhodnoceni
obsahu Ar jednotek ve struktufe HK.

Shirshova a kol. [34] publikovali studii, kde extrahovali huminové latky z bazinné pudy
v New Hampshire (USA), které nasledné charakterizovali elementdrni analyzou, FTIR,
UV/Vis a fluorescencéni spektroskopii. Autofi se zaméfili na izolaci HL tfemi zpisoby, kde
vysledkem této studie je kvalitativni vyhodnoceni metod izolace HK. Prvni metoda
zahrnovala nejdiive extrakci huminovych latek benzenem/methanolem, a poté byla suspenze
HL dekalcinovana 0,1 M HCI a purifikovana deionizovanou vodou. Nakonec byl vzorek HK
extrahovan 0,1 M NaOH. Druhy zpusob izolace HL zahrnoval nejdiive adsorpci HL na
sulfonatovou pryskytici, po které nasledoval krok zahrnujici karboxylatovou pryskyfici.
Nasledné byly adsorbované HL desorbovany pomoci 0,1 M roztoku NaOH. Pravé k oddéleni
slabé vazanych kationtd HL od silné vazanych kationtd se postupné vyuzivaji sulfonatové
a karboxylatové pryskytice. Posledni, tfeti zpuisob izolace huminovych latek spocival ve
zkombinovani prvniho a druhého zplsobu izolace HL. Nejdiive byly HL extrahovany
benzenem/methanolem dle prvniho zpisobu a poté nasledovala extrakce pryskyticemi, po
kterych nasledovala extrakce HK v alkalickém prostfedi. Benzen/methanol, ktery byl pouzit
vprvnim kroku extrakce HL, nevedl Kk zadnym kritickym zménam v UV/Vis
a fluorescencnich spektrech, pouze timto krokem bylo docileno zvyseni stavajicich rozdilt pti
vyhodnoceni né€kterych spektroskopickych vlastnosti HK. VSechny ziskané HK obsahovaly
nizky obsah popela a podobné obsahy organickych prvku, jako je uhlik, dusik, vodik, sira
a Vv neposledni fad¢ i kyslik. Z podrobného studia a interpretace absorpcnich past v FTIR
spektrech vyplyva, ze alkalicky extrahované HK obsahuji vice alifatickych strukturnich
jednotek, fragmenti polysacharidii a polypeptidi ve srovnani s HK, které byly extrahovany
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pryskyfici. Na rozdil od alkalicky extrahovanych HK, tak HK, které byly extrahované
pryskyftici, maji vyssi pomér E4/Ee, obsahuji vice karboxylovych a fenolickych skupin, a takeé
vykazuji vyssi intenzitu fluorescence v celém emisnim spektru a delsi vinovou délku emisnich
maxim. Jinymi slovy se da Fici, ze pravé fluorescenéni spektrometrie podala nezvratné dikazy
0 niz§im stupni humifikace, stfedni molekulové hmotnosti a aromaticité, jelikoz zvySeni
intenzity fluorescence je pfimym indikatorem vySe zminénych strukturnich vlastnosti HL.
Extrakce HL pomoci pryskyfic a alkalickych hydroxida zajistuje mirn€jsi podminky ve
srovnani s klasickym postupem izolace HL, z hlediska pH a iontové sile, a také materialy
nejsou kontaminovany organickymi slou¢eninami ne-huminového puvodu. Autofi uvadi, Ze
extrakce HK pomoci pryskyfic a alkalickych hydroxida zajistuje mirnéjsi separaci HK od
nehuminovych sloucenin, tudiz pii studiu huminovych kyselin se izolace pomoci pryskyfic
jevi jako vyhodnéjsi.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

- vzorek fluvizemé (jemnozem typu I), lokalita jizni Morava — Ivan;
- 0,1 M HCI - normanal (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);

- 1Ma0,1 M NaOH — normanal (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);

- kyselina fluorovodikovéa 38-40 obj. % (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);
- hydrofobni pryskyfice DAX-8 (vyrobce Sigma Aldrich);

- katex Amberlite 120 IR H* (vyrobce Sigma Aldrich);

- AgNO:s (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);

- KCI (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);

- KOH (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);

- KBr (vyrobce Lach-Ner s.r.0.);

- Na2HPO4-2H20, NaH2P04-2H20 (vyrobce Sigma Aldrich).

4.2 Pouzité pristroje

- analytické vahy Sartorius (pfesnost 0,1 mg);

- rotacni tiepacka hlava-pata;

- Hettich Rotina 46R centrifuga;

- pH metr, konduktometr Mettler Toledo;

- lyofilizator BenchTop VirTis;

- UV/Vis spektrometr Hitachi U3900H;

- FTIR spektrometr Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific;

- Elementarni analyzator CHNS/O EuroVector EuroEA3000;
- TGA Q5000;

- Metrohm Titrando automaticky titrator.

4.3 lzolace huminovych latek z fluvizemé dle THSS

Nejdiive byla fluvizem proseta pies sito 0 priméru ok 1 mm, tudiz vzorek obsahoval pidni
Castice, které jsou oznaCovany jako jemnozem typu I. Na analytickych vahach bylo
navazeno 250 g vzorku a nasledné byl vzorek ptidan k 1 litru 0,1 M roztoku HCI. Takto
vytvofena suspenze byla tiepana na rota¢ni tfepa¢ce (hlava-pata) s rychlosti 10 ot min™! po
dobu 60 minut, ¢imZ doslo k tzv. dekalcifikaci ptudni matrice. Po uplynuti 60 minut byla
suspenze zneutralizovana 1 M roztokem NaOH na hodnotu pH 6,7. Nasledné byla suspenze
odstfedéna pti 4800 ot - min~! po dobu 15 minut. K pevnému podilu byl pfidén 1 litr 0,1 M
roztoku NaOH. Vznikla suspenze méla pH 12,4 a nechala se tfepat na rotani tfepacce
pies noc. Déale byla opét suspenze odsttedéna pii 4800 ot - min~! po dobu 30 minut. Z takto
piipraveného vzorku nasledovala jednotliva izolace huminovych frakci.
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4.3.1 Izolace huminovych kyselin

Roztok, ziskany v kapitole 4.3, byl okyselen koncentrovanym roztokem HCI na hodnotu
ptiblizné pH 1 a nasledné dochazelo pies noc ke koagulaci HK. Vysrazené HK byly oddéleny
od supernatantu odstfedénim pii 4800 ot - min~! po dobu 60 minut. Roztok nad srazenymi HK
byl uschovan pro izolaci FK. Vysrazené HK byly znovu rozpustény ptidavkem 1 litru 0,1 M
roztoku KOH, a také bylo ke vzniklému roztoku pfidano 22 g KCIl. Vznikly roztok byl opét
odstiedén pii 4800 otackach za minutu po dobu 60 minut. Nasledné doslo k uchovani vzniklé
nerozpustné cCasti tedy humind. Roztok byl opét okyselen koncentrovanym roztokem HCI
na hodnotu piiblizné pH 1 a k vysrazeni HK dochazelo po dobu 18 hodin resp. pies noc. Poté
byly HK oddéleny od supernatantu odstiedénim pii 4800 ot- min~! po dobu 30 minut
a ke vzniklym vysrazenym HK bylo pfidano 500 ml roztoku smési 0,1 M HCl a 0,1 M HF.
Touto smési HCI a HF dojde k odstranéni anorganickych pfimési, jako jsou silikaty, ptipadné
vazané kovy. Vznikla suspenze byla 10 dni tfepana na tfepacce. HK byly oddéleny od
supernatantu odstiedénim pii 4800 ot - min~! po dobu 30 minut a nasledng byly pfevedeny do
dialyza¢nich membran o velikosti pora 1000 Da, jez lze vidét na Obrazku 4. Huminové
kyseliny byly dialyzovany oproti Cisté vodé 14 dni, kde dochazelo k vyplaveni fluorida
a chloridt ze vzorku. Poté byly HK vymrazeny a lyofilizovany do tplného vysuseni.

4.3.2 lzolace huming

Ziskané HU z predchoziho postupu byly odstfedény pii 4800 ot - min~! po dobu 30 minut.
Poté byl roztok nad HU odstranén avzorek HU byl plnén do dialyzaénich membran
viz Obrazek 4, kde byly rovnéz jako HK dialyzovany oproti ¢isté vodé po dobu 14 dni. Mimo
jiné je na Obrazku 4 ziejmé, ze HK jsou ¢aste¢né rozpustné ve vodé a vytvaii tmaveé zbarveny
roztok, zatimco HU tvofi suspenzi, ktera sedimentuje. Nasledné¢ byly HU zamraZeny
a lyofilizovany do tplného vysuseni.

Obr. 4: Dialyzacni membrany naplnéné HU (vlevo) a HK (vpravo)
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4.3.3 lzolace fulvinovych kyselin

Ziskany roztok obsahujici FK a lehce hydrolyzovatelné organické slouceniny, které byly
ziskany pii izola¢nim postupu HK resp. HL, byl ultrafiltrovan, z diavodu odstranéni
ptipadnych nedistot, které nebyly odstranény centrifugaci. Poté izolace FK probihala nejdiive
na hydrofobni pryskytici DAX-8, kde dochézelo k oddéleni FK od ostatnich organickych
slouenin tzn. lehce hydrolyzovatelné organické kyseliny a slouceniny, které doposud
nepro§ly humifika¢nim procesem napi. DOM. Jakmile se FK adsorbovala na pryskyftici, coz
je zobrazeno na Obrazku 5, tak nasledné doslo k prolivani kolony s pryskyftici deionizovanou
vodou, dokud nebyla absorbance deionizované vody vytékajici z kolony pii vinové délce
350 nm mensi nez 0,015. JestliZze byla absorbance nizsi jak 0,015, tak n&sledovala desorpce,
kdy byla kolona s pryskyfici prolivana pfiblizné 1,5 litrem 0,1 M NaOH. Kolona se
promyvala 0,1 M roztokem NaOH, dokud na vystupu z kolony nebyla absorbance roztoku pii
vinové délce 350 nm mensi nez 0,03. Po desorpci FK byla kolona s pryskyfici prolita 0,1 M
roztokem HCI z divodu odstranéni anorganickych piimési, které ztstaly navazany na povrch
pryskyfice. Nasledné byla kolona s kyselym pH prolita deionizovanou vodou, dokud vytok
Z kolony nemél neutralni pH.

Ziskané FK jsou ve formé sodnych soli tzn. fulvatd, tudiZ je nutné opét FK naprotonovat
resp. je prevést na kyselou formu. K vyméné sodnych iontd za vodikovy kationt z roztoku FK
doslo pomoci katexu Amberlite IR 120, ktery pravé tuto vyménu umoznil. Ziskany alkalicky
roztok byl ptiblizné¢ 30krét prolit kolonou, dokud hodnota elektrické vodivosti vytékajiciho
roztoku z kolony neklesla pod 120 pS-cm™l. Poté byla kolona opét promyvéana
deionizovanou vodou. Promyvani bylo ukonceno, kdyz hodnota absorbance deionizované
vody na vystupu z kolony byla pfi vinové délce 350 nm nizsi jak 0,015. Nasledné byla kolona
regenerovana, aby byla pfipravena pro dalsi pouziti. Tudiz bylo nutné Amberlite IR 120
naprotonovat a vymyt sorbované sodné ionty. Sorbované sodné ionty byly vymyty pfiblizné
1000 ml 0,1 M HCI, ktera byla prolita kolonou. Poté byla kolona promyta deionizovanou
vodou, dokud na jejim vystupu nebylo neutralni pH. Takto ziskany roztok FK byl
zakoncentrovan na vakuové odparce. Nasledné byl vzorek FK vymrazen a poté lyofilizovan
do uplného vysuseni.
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Obr. 5: Kolona naplnéna hydrofobni pryskyrici DAX-8 s adsorbovanymi FK
4.4 Fyzikalné-chemicka charakterizace

Struktura a ztoho dale vyplyvajici vlastnosti ziskanych huminovych latek byly
charakterizovany pomoci jednotlivych termickych a spektrometrickych metod, které zahrnuji
elementarni a termogravimetrickou analyzu a dale UV/Vis a FTIR spektrometrii. Dulezitym
prispévkem charakterizace huminovych a fulvinovych kyselin byla potenciometricka titrace.

4.4.1 Elementarni analyza

Jednotlivé prvkové slozeni vzorku fluvizemé a izolovanych HL, bylo zjisténo pomoci
elementarniho analyzatoru CHNS/O Eurovector EuroEA3000. Nejdiive byla pomoci
standardni latky 4 — aminobenzensulfonamidu provedena kalibrace analyzatoru. Nasledné, pii
teploté reaktoru 980 °C, byl vzorek spalen v kyslikové atmosféfe. Nosnym plynem
jednotlivych vzniklych produktt, které jsou nasledné analyzovany pomoci tepelné-
vodivostniho detektoru TCD (Thermal Conductivity Detector) je velmi ¢isté hélium. Ziskané
elementarni slozeni v hmotnostnich procentech (hm. %) vzork bylo vyhodnoceno pomoci
programu CallidusTM 5.1.

4.4.2 Termogravimetrickd analyza

Termogravimetrickd analyza byla provedena na pfistroji TGA Q5000 a vysledkem této
analyzy byl stanoven obsah popela a celkové sorbované vlhkosti. Nejdiive bylo na platinovou
panvic¢ku navazeno 5-10 mg vzorku, z nichZ horni uvedena mez odpovidala ptd¢ fluvizemé.
Vzorky HL a pidy byly nasledné spaleny v atmosféfe vzduchu z laboratorni teploty
na kone¢nou teplotu 800 °C. Pritok vzduchu odpovidal 50 ml'‘min~! a rychlost ohfevu pece

byla 10 °C-min~!. Stejny postup byl proveden v inertni atmosféie dusiku.
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4.4.3 UV/Vis spektrometrie

Meéteni molekulovych UV/Vis spekter bylo realizovano pomoci Hitachi U3900H
spektrometru. UV/Vis spektra vzorki HL byla méfena v rozsahu vinovych délek
200-800 nm, prfi¢emz vSechna absorpéni spektra vykazovala typicky kvazi-exponencialni
pribéh (s rostouci vinovou délkou klesala hodnota absorbance). Absorpéni spektra HL byla
pouzita pro vypocet tzv. absorpnich koeficientd, které hraji hlavni ulohu pti kvalitativni
analyze téchto biokoloidnich slou¢enin. Konkrétné se jedna o nasledujici absorpcni
koeficienty aindexy: Eet/Epz, E2/E4, E2/Ez a SUVA2s4. Nejdiive byl ptipraven standardni
fosfatovy pufr Na2HPO4 a NaH2POs o koncentraci 0,1 M a pH 7. Poté byla navazka ~ 5 mg
HK rozpusténa v 0,1 M roztoku NaOH, a tak byla ziskédna koncentrace roztoku 100 mg-dm 3.
Stejny postup byl proveden v piipad¢ FK, av§ak FK byly rozpustény pouze v deionizované
vod€. Z téchto zéasobnich roztokli bylo odpipetovano potftebné mnozstvi, aby findlni
koncentrace byla 10 mg-dm™= a 50 mg-dm™ ve standardnim fosfatovém pufru. Takto
ptipravené roztoky HK a FK byly nasledné¢ méfeny v kiemenné kyveté s optickou drahou
lcm.

4.4.4  Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Infracervend spektra byla ziskdna pomoci difizniho odrazu DRIFT (Diffuse Reflectance
Infrared Fourier Transform Spectroscopy) pomoci spektrometru Nicolet iS50. Infraervena
spektra byla méfena Vv rozmezi vlnoétd 4000—-400 cm™!, srozlienim 8 cm™ a celkovym
poc¢tem akumulovanych skentt 512. Vzorky HL a fluvizemé, jejichz navazky ¢inily ~ 3 mg,
byly smichany se 100 mg vyzihaného KBr. Pravé KBr zastupoval funkci tzv. nosného média
k ziskani vzorku o pozadované hmotnostni koncentraci, a to zejména proto, aby nedochézelo
k saturaci absorbance v naméfenych FTIR spektrech. Jinymi slovy, pokud bychom meéfili
vzorky bez piidavku nosné¢ho média, tak v pfipadé DRIFT spekter by mohlo dochazet
k tzv. cut off efektu (,,ofiznuti“ jednotlivych absorpénich past). Jelikoz KBr takika
neabsorbuje infracervené zareni, a to zejména ve stfedni infraCervené oblasti, tak ho lze
s vyhodou pouzit pii FTIR spektrometrii. Pomoci FTIR spektrometrie byly ziskany informace
o struktufe a obsahu funk¢nich skupin a zékladnich stavebnich jednotek HL a pidy.

4.45 Potenciometricka titrace

Pomoci titraci byla stanovena celkova a karboxylatova kyselost huminovych a fulvinovych
kyselin.

Zpétnd titrace

Nejdtive byla navazka 0,1 g HK rozpusténa ve 100 ml 0,01 NaOH. Vznikla suspenze byla
miché&na 24 hodin na magnetické michaéce, z divodu uplného rozpusténi HK. Nasledné byl
vzorek titrovan 0,05 M HCI s pridavkem 0,1 ml'min’. Jakmile piidavek titra¢niho ¢inidla
dosahl 60 ml, tak byla titrace ukoncena. Stejny postup byl realizovan s FK.
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Karboxylatova titrace

Byla vytvofena suspenze, kterd obsahovala 50 mg HK, 40 ml 0,5 M roztoku octanu
vapenatého a 10 ml deionizované vody. Zarovenl byl smichanim 40 ml octanu vépenatého
a 60 ml deionizované vody piipraven roztok, jez poslouzil k pfipravé tzv. slepého vzorku.
Takto vytvorena suspenze HK a slepy vzorek byly pfiblizn¢ 24 hodin michany na magnetické
michacce. Déle nésledovala filtrace, kde byl filtrat pfeveden do 100 ml odmérné banky
a doplnén deionizovanou vodou po rysku. Roztok byl nasledné titrovan 0,1 M NaOH
s piidavkem 0,1 ml-min?, kde dochéazelo ke stanoveni uvolnéné kyseliny octové. Titrace byla
ukoncena po dosazeni celkového objemu titratniho c¢inidla 10 ml. Totozna titrace byla
provedena se slepym vzorkem a stejny postup byl také pouzit pro vzorek FK.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Z 250 g fluvizemé byly dle postupu IHSS extrahovany fulvinové kyseliny, huminové kyseliny
a huminy, jejichz obsah byl pfepocitan na hmotnostni procenta a doplnén do Tabulky 1.

Tabulka 1: Obsah HL izolovanych z fluvizemé (vyjddrené v hmotnostnich %)

vzorek | extrakéni vytézek (hm. %) celkovy obsah HL (hm. %)
HK 0,55
FK 0,09 1,4
HU 0,76

Tabulka 1 zobrazuje obsah extrahovanych huminovych latek z pudy. Z hlediska obsahu je
nejvice HU a nejméné FK. Pro srovnani byla vybrana fluvizem, ktera se nachazi v Cing
vokoli Zluté teky (Chuang-che) [35]. V této lokalitd bylo z pudy celkové extrahovano
1,8 hm. % huminovych latek, kde nejvétsi zastoupeni tvoii HU (1,13 hm. %). Fulvinové
a huminové kyseliny izolované v Ciné se od obsahu FK a HK izolovanych v Ivani viceméné
nelisily. V porovnani s vysledky uvedenymi v odborné praci [35] 1ze fici, ze celkové mnozstvi
HL je v pribéhu jejich geneze spiSe vazano na pudni typ tzn. fluvizem, nezli na pfesnou
geografickou lokalitu ptidniho vzorku. Jinymi slovy, ptirodni prostiedi, které je typické pro
vyskyt tohoto piidniho druhu musi spliiovat jistd environmentalni kritéria, jako je nadmotska
vyska, teplota podnebi, mnozstvi srazek, specificka diverzita pidni bioty atd., a tudiz i obsah
pidni organické hmoty je pfevazné fizen témito klimatickymi a mikrobiologickymi
podminkami.

5.1 Elementarni a termogravimetricka analyza

Elementarni analyza nam obecné poskytuje Udaje o obsahu jednotlivych biogennich prvku
tzn. stavebnich jednotek vSech biopolymernich slouenin, kterymi jsou vystavéna jak
zivodi$na, tak i rostlinna téla. V této souvislosti nelze opomenout ani zastupce pudni bioty,
jako jsou mikroorganismy, plisné, houby atd. Pomoci termogravimetrické analyzy (TGA)
bylo nezbytné zjistit zastoupeni vlhkosti a popela pro dosazeni piesnych vysledki obsahu
kysliku, ktery byl na zakladé téchto tidaji dopocitan. Huminové latky jsou schopné pojmout
dostatek vzdusné vlhkosti, a také vyssi obsah hydrati soli, které byly extrahovany spolecné
s HL, obsahuji rovnéz vétsi zastoupeni sorbované vody. Tudiz bylo nejdiive zjisténo
zastoupeni vlhkosti a mnozstvi pevného nespalitelného podilu, a z toho dale vyplyvajici obsah
kysliku v jednotlivych frakcich HL a v pudé¢. V Tabulce 2 jsou uvedeny jednotlivé obsahy
vihkosti a popela, a dale vysledky elementarni analyzy pudy fluvizemé azni dale
extrahovanych huminovych latek. Ziskana hmotnostni procenta biogennich prvka
z elementarni analyzy byla ptepoétena na atomova procenta (at. %), z divodu podhodnoceni
obsahu vodiku, pokud by bylo sloZeni uvadéno v hmotnostnich procentech.
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Tabulka 2: Elementarni slozeni fluvizemé a HL, atomové pomery a obsah vihkosti a popela

C H N S 0] H/C O/IC NIC Vlhkost Popel

at. % hm. %

Pida| 1428 7944 1,13 000 515 556 036 0,08 2,258 92,12
HK | 2808 5907 298 000 98 210 035 0,11 5,248 1,472
FK | 3003 5000 310 108 1578 166 053 0,10 6,587 9,962
HU | 868 8527 381 0,00 224 983 026 044 7,221 79,12

Jak je ziejmé z vysledku uvedenych v Tabulce 2, tak HL izolované z fluvizemé jsou
tvofené pievazné¢ uhlikem, vodikem, Kkyslikem a v niz§im zastoupeni i dusikem. Lze si
povsimnout, ze fluvizem, ze které se extrahovaly HL, tvofi pfevazné mineralni podil a pouze
mensinové zastoupeni piedstavuji humifikované huminové latky ptipadné i ostatni organicka
hmota, kterd se nachazi v riznych fazich dekompozice. Jediné u fulvinovych kyselin bylo
zaznamenano zastoupeni organické siry, ktera ptedstavuje navdzané sulfonové funkéni
skupiny, jez maji obvykle ptivod v mikrobidlni aktivit¢ ptidnich mikroorganismi. Huminy
obsahuji nejvetsi podil N, nasledovany FK a nejméné dusikem substituovanymi HK, coz
muze byt vysledkem biologického rozkladu bilkovinnych residui, kde si v zavéru HU dusik
ponechaly, zatimco HK dusik vicemén¢ ztratily.

Elementéarni slozeni je vyznamnym ukazatelem pribéhu humifikace, oxidace a stupné
kondenzace, jez Ize odhadnout z atomovych poméra H/C, O/C a N/C. Tyto atomové pomeéry
ukazuji pocet atomu vodiku, kysliku a dusiku, které pfipadaji v molekule HL na atomy uhliku.
Proto na zaklad¢ zvySeni atomového poméru H/C lze usuzovat, Ze dochazi ke zvySeni podilu
alifatickych fragmentd a snizeni aromati v molekule HL. Indikdtorem aromaticity,
kondenzace, a tedy i koncentrace nenasycenych fragmentl je atomovy pomér H/C, ktery
udéavé obohaceni uhliku vodikem, a tudiz i celkovou strukturu HL. Jinymi slovy, ¢im nizsi je
pomér H/C, tim vys$i je stupent aromaticity a kondenzace. Tento pomér H/C dosahuje nejvyssi
hodnoty v pfipadé huminu, ktery nasleduji HK a FK. Velmi ¢asto se tvrdi, ze HK maji pomér
H/C nizsi na rozdil od FK, avSak v tomto pfipadé byl tento pomér vyssi o 0,44 u FK nez
u HK, coz mtze byt zptsobeno v disledku pouzité pidni matrice, ktera upfednostiiuje genezi
FK v pribéhu humifikace. Dal$i vysvétleni mize byt takoveé, ze pomér H/C nezavisi pouze na
aromatech, ale i na dalSich stavebnich jednotkach organickych sloucenin, které tvofi strukturu
HL.

Fulvinové kyseliny obsahuji nejvice polarnich funkénich skupin, kam zpravidla fadime
karboxylové, —OH fenolické, karbonylové a amidové skupiny, coz svéd¢i 10 jejich vysoke
reaktivité v porovnani s ostatnimi frakcemi HL. Diky témto funk¢énim skupinam mohou tyto
frakce HL hrat klicovou roli napf. pti vyzivé rostlin, imobilizaci polutantt atd. Pokud bychom
méli v kratkosti shrnout dosazené vysledky fokusované na tento atomovy pomér O/C, tak lze
bez jakéhokoliv zavahani konstatovat, Ze pravé nejvice substituovanymi frakcemi HL
polarnimi funkénimi skupinami jsou FK. Jinymi slovy, tyto frakce HL se vyznacuji nejvyssi
mirou oxidace v porovnani s ostatnimi HL. V této souvislosti je dobré fici, Ze tyto zavéry jsou
ve velmi dobré shod¢ s vysledky celkové, karboxylatové potazmo fenolické kyselosti.
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Atomovy pomér N/C poskytuje méfitko stupné zralosti, udava stupen zabudovani dusiku
do HL, a tudiz nepiimo reflektuje tzv. stupen humifikace. V piipadé poméru N/C jsou
nejméné humifikované FK avyrazné nejvice humifikované jsou huminy. Nicméné, toto
srovnani ma spiSe aspekt odhadu zralosti HL, nez-li faktické srovnani stupn¢ humifikace,
které je odrazem obsahu aromatickych stavebnich jednotek ve struktufe HL. Z téchto
vysledki v§ak vyplyva, Ze vSeobecné uznavany nazor, ze nerozpustné frakce HL tj. HU jsou
tvofeny pievazné kondenzovanymi strukturami je ponékud zavadéjici. Toto tvrzeni lze
podpoftit vysledky z elementarni a TG analyzy, jakoz to 1 FTIR spektrometrie, kde je vidét, ze
tyto frakce jsou spiSe tvoreny bilkovinnymi residui sorbovanymi na mineralni Castice napf.
vysoky obsah popela, vysoky pomér N/C a piitomnost absorpénich past pii 1660 cm™
a 1540 cm™!, které jsou typické pro sekundarni amidové skupiny.

Termogravimetrickou analyzou byla zjisténa vihkost, a také obsah popela, ktery tvofi
pevny nespalitelny podil. Vlhkost piedstavuje adsorbovani vzdu$né vlhkosti na kyslikaté
funkéni skupiny. Tudiz je zfejmé, ze vlhkost bude nejvyssi v piipadé FK, z divodu vyssiho
mnozstvi polarnich funkénich skupin, které byly zjistény jak ztitraci, tak uz ze
zminéného poméru O/C. Vysoky podil nespalitelného popela je vysledkem zneéisténého
vzorku, tedy vzorku, ktery obsahuje vys$si podil anorganickych piimési. Tyto slozky tvori
prevazné Si a Al a v minoritnim mnozstvi napiiklad i alkalické kovy, kovy alkalickych zemin
nebo Fe, Ti a stopové mnozstvi t€zkych kovi. Huminové kyseliny obsahuji popela nejméné,
coz bude pravdépodobné vysledkem purifikace pomoci roztoku HF a HCIl, jez tedy vedlo
k G¢innému odstranéni anorganickych latek. AvSak huminy, které tomuto purifika¢nimu
kroku nebyly vystaveny, maji obsah popela mnohokrat vyssi. Na zakladé téchto vysledki Ize
fici, Ze pfi izolaci jednotlivych frakci HL je nezbytnym a zéroven nepostradatelnym krokem
prave krok purifikace, kdy jsme schopni ziskat velmi ,,¢isté* vzorky HL, které mohou byt dale
analyzovany a charakterizovany. Pravé obsah nespalitelného podilu tj. popela vyznamné
znesnadnuje charakterizaci organické hmoty resp. HL, a to v disledku velmi Spatné
rozpustnosti téchto frakci v 0,1 M NaOH anebo v pufrech.

Termicka analyza v inertni atmosféfe dusiku byla provedena k podrobnému studiu
termické stability izolovanych HL. Je zfejmé, Ze za pouziti inertni atmosféry béhem tepelného
namahani vzorku nedochazi k jeho oxidaci resp. spaleni na kone¢né produkty tzn. H20, COz
a anorganické piimeési, ale vzorek je fakticky podroben pyrolyznimu procesu degradace.
Jinymi slovy, z pribéhu TG resp. DTG kiivky lze determinovat tepelnou stabilitu, ktera je
obvykle spojena s procesem degradace alifatickych a aromatickych stavebnich jednotek,
ptipadné s procesy degradace jednotlivych vazeb ¢i funkénich skupin, jako je de-karboxylace,
de-esterifikace a v neposledni fadé i degradace etherovych vazeb. Proces pyrolyzy HL je
obvykle spojen s vyskytem jednoho maxima, které je doprovazeno vice ¢i mén¢ zjevnymi
rameny pfi riznych teplotach degradace.

DTG kiivky izolovanych HL jasné ukazuji, Ze pyrolyzni proces je doprovazen tfemi
hlavnimi ubytky hmotnosti, které jsou umistény v rozsahu teplot 260-300°C, ~ 350 °C
a530-650 °C. Prvni krok piedstavuje nejvétsi hmotnostni ubytek b&hem pyrolyzniho
procesu. V ostatnich teplotnich intervalech maji hmotnostni bytky podobu ramen ¢i méné
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vyraznych maxim. Rozdily mezi HK a FK jsou vyznamné, ato zejména v poloze hlavniho
maxima, které bylo v piipadé HK lokalizovano pfi vysSich teplotach termalni degradace.
Z prubéhu DTG kiivek lze usoudit, ze vzorek HK je v porovnani se svym protéjSkem
charakterizovan vyssi teplotni stabilitou. Jinymi slovy, 1ze vidét, ze v pribéhu geneze HL jsou
pro vystavbu HK upfednostiovany takové stavebni jednotky, které se vyznacuji vyssi
tepelnou stabilitou. Tyto stavebni jednotky, Ize ptifadit k prekurzorim, které maji svlij pavod
V biopolymernich slouceninach, jako je lignin, celuldza atd. Nizsi tepelna stabilita FK je
pravdépodobné otiskem mikrobialni aktivity v pribéhu geneze této organické frakce, jelikoz
pudni mikroorganismy jsou producenty, resp. mediatory organickych slouCenin, které se
vyznacuji jednodu$S8imi strukturnimi motivy. Tyto sloufeniny se rovnéz vyznacuji nizsi
sttedni molekulovou hmotnosti.

Prvni vrchol (hlavni pik) lze pfifadit ztraté t€kavych organickych slouc¢enin a rozkladu
nejméné stabilnich organickych frakei (napt. dekarboxylace organickych kyselin). Na tento
proces je navazana degradace polysacharidovych a alifatickych stavebnich jednotek. Posledni
vrchol €1 méné vyrazné rameno lze pfisoudit degradaci nejstabilnéjSich komponent HL, a to
zejména aromatickym stavebnim jednotkdm. Tento posledni vrchol je vice patrny v piipadé
HK, a dile si lze povSimnout, Ze je ohranicen SirSim rozmezim teplot tzn. 525-650 °C.
Naproti tomu FK ma tento vrchol vice teplotné ohrani¢eny, a také je spojen s niz§im
hmotnostnim Ubytkem OM. Tudiz lze ztohoto vyvodit, ze HK obsahuji mnohem vice
aromatickych strukturnich jednotek na rozdil od FK. Obrazky 6 a 7 ukazuji TG a DTG kiivku
HK a FK v inertni atmosféfe dusiku.
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Obr. 6: TG a DTG krivka HK
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5.2 UV/Vis spektrometrie

Na zaklad¢ ziskanych absorbanci, pti uréitych vinovych délkach z UV/Vis spekter, byly
nasledné vypocteny absorpcni koeficienty, z kterych 1ze uréit klicové vlastnosti huminovych
latek, mezi které se fadi predev§im aromaticita, stupen humifikace, molekulova hmotnost ¢i
mira substituce aromatického jadra kyslikatymi funkénimi skupinami. Vysledné absorpéni
koeficienty HK a FK jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Absorpcéni koeficienty HK a FK

Ez/E3 Ez/E4 EET/EBZ SUVA254
HK 2,51 5,05 0,72 6,33
FK 5,25 19,62 0,64 4,48
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Obr. 8: UV/Vis spektrometrie pro vzorky FK a HK o koncentraci 10 mg-dm™®
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Z Obrazku 8 je ziejmé, Ze absorbance ma své maximum pii 200 nm a dale uz pouze
postupné klesa. Rovnéz Ize z Obrazku 8 vycist, Ze k nejvétsi absorbanci dochazi v UV-B a ve
vzdalené UV-C oblasti elektromagnetického zafeni. Tudiz v UV oblasti dochazi k absorbanci
velkého mnozstvi chromoforti, které tvoii polycyklické aromatické uhlovodiky, fenoly,
kyseliny benzoove nebo také derivaty jednoduchych organickych kyselin, které maji svij
puvod v degradacnich produktech ligninu, ¢i jsou piimo spojeny s metabolismem pidnich
mikroorganismil. Absorbance ve viditelné oblasti zahrnuje rozsahlé ¢etné konjugované vazby
v alifatickych a chinoidnich strukturach ¢i v ptitomnych kovovych komplexech [36].

Jak z absorp¢nich spekter, tak i z absorpénich koeficientu je ziejmé, Ze vySsi aromaticité
odpovidaji HK na rozdil od FK. Absorp¢ni koeficienty E>/Ez a E2/Es poskytuji informace
o stfedni molekulové hmotnosti a humifikaci. Jestlize jsou tyto absorp¢ni koeficient nizsi, coz
je v ptipadé extrahovanych HK, tak struktura HL ma vyssi stupen humifikace, a také obsahuje
struktury s vys$si molekulovou hmotnosti, v porovnani s FK. Pomoci absorpéniho koeficientu
Eet/Egz lze urcit stupen substituce Kyslikatych funk¢nich skupin na aromatické strukture.
Tento absorp¢ni koeficient je mirn€ vyssi v ptipadé HK, tudiz FK obsahuji vys$si zastoupeni
navazanych alifatickych fetézcl na aromatickém jadre. Specifickd UV absorbance zahrnuje
vyjadieni pifi jedné vinové délce a v ptipadé SUVAzss se jednd o pomér absorbance
pii 254 nm k celkovému organickému uhliku anebo DOC (Dissolved Organic Carbon).
SUVA2s4 poskytuje rovnéz informace o aromaticité. Vysledky SUVA2s4 uvadi, ze HK jsou
vice aromatické na rozdil od FK, coz je v dobré shodé s absorpénimi koeficienty, a také
absorpénimi spektry, jez jsou znazornény na Obrazku 8.
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5.3 FTIR spektrometrie

Infracervena spektra izolovanych huminovych latek a ptdy jsou uvedena na Obrazku 9 a 10.
Vsechny vzorky byly méfeny metodou difuzni reflektance (DRIFT), ktera ma tu vyhodu, ze
pfi ptipravé vzorkli nedochazi k deprotonaci kyselych funkénich skupin, jak je tomu v ptipadé
,»klasické” metody tzn. lisovani KBr tablet.
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Obr. 9: FTIR-DRIFT spektrum pro vzorek fluvizeme

Infragervené spektrum DRIFT vzorkil piidy je uvedeno na Obrazku 9. Siroky, nicméng
méné intenzivni absorpéni pas lokalizovany v oblasti 3700-3000 cm™! je pfipisovéan valenéni
symetrické vibraci O—H vazeb v molekulach sorbované vihkosti tj. H.O. Tento absorpéni pas
odpovidajici vlhkosti je podpofen pfitomnosti pasu pii 1640 cm™!, ktery odpovidd valenénim
vibracim O-H:-O vazeb tvofici vodikové mustky. V DRIFT spektru vzorku pudy byly
lokalizovany absorpcni pasy pii 3695 cm™!, 3622cm™, 1035cm™!, 780 cm™!, 695 cm,
523cm™* a470 cm™!, které pripadaji valenéni vibraci Si—O, deformaéni vibraci Si-O-Al
a Si—O-Si vazeb v kaolinitu, montmorillonitu, kemeni eventualné jeho amorfni modifikaci,
a také aniontim COz*~ a PO4*".

Specifické absorpéni pasy, které by bylo mozné pfifadit organickym sloucenindm, tak
nebylo mozné v DRIFT spektrech lokalizovat, a to zejména z divodu piekryvu téchto past
silnou absorpci anorganickych sloucenin. Nicméné je z Obrazku 9 vidét, ze v oblasti
alifatickych funkénich skupin tzn. 2950-2850 cm™! nastavd méné vyrazna absorpce, ktera ma
zde podobu mén¢ vyrazného raménka.
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Obr. 10: FTIR-DRIFT spektra pro vzorek HK, FK a HU izolované z fluvizeme

V infracervenych spektrech vzorku HK a FK jsou nejintenzivnéjSimi absorpénimi pasy ty,
které byly lokalizovany pii 1720-1715 cm™. Vyse zminéné péasy odpovidaji valenéni
symetrické vibraci C=0 vazeb v karboxylovych skupinach. Tento absorpéni pas je rovnéz
potvrzen dal§imi absorp&nimi pésy pii 2600 cm ™, 1226 cm™ a 1211 cm™, které lze pritadit
valen¢ni symetrické vibraci O—H vazeb (tvofici dimery COOH) a valen¢ni symetrické vibraci
C-0O vazeb v karboxylovych funkénich skupinach. V ptipadé HK lze tento pas rovnéz piipsat
valen¢ni symetrické vibraci C—C—O vazeb v aryl-esterech.

Vyjma vzorku izolovaného huminu byly ve vSech ostatnich spektrech lokalizovany
absorpéni pasy pii 3080 cm?, které jsou velmi dobrym indikatorem aromatickych slou¢enin
resp. Ar stavebnich jednotek. Tento vibracni méd souvisi s valenéni symetrickou vibraci C—H
vazeb v Ar konstituénich jednotkach. V ptipadé vzorku HK byla tato hypotéza podpotena
dal$imi pasy, a to pfi hodnotach vlnoétd 1612 cm™* a 1511 cm™?, které odpovidaji valenéni
symetrické vibraci C=C vazeb v Ar jednotkach. Nicménég, tyto absorpéni pasy byly
U ostatnich vzorkd prekryty vyznamnou absorpci strukturnich motivii karboxylovych kyselin
a sorbované vihkosti.

Dalsimi absorpcnimi pasy jsou ty, jejichz specifické hodnoty absorpce jsou lokalizovany
pfi 2980 cm™!, 2945 cm™t a 2840 cm™! a ve skute¢nosti je lze prifadit asymetrickym
a symetrickym valenénim vibracim C-H vazeb v —-CHs a —CH:— funkénich skupinach.
V infracerveném spektru HU mély tyto absorpéni pasy podobu méné vyraznych ramének, a to
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z divodu silné absorpce anorganickych piimési v tomto vzorku. Strukturni motivy
odpovidajici alifatickym sloucenindm lIze spatfit 1 v dalSich absorp¢nich pasech, které se
vyskytovaly v oblasti otisku palce tzn. fingerprintu (1500-400 cm™'). Jedna se zejména
0 absorpéni pasy lokalizované pii 1450 cm ™ a 1380 cm ™!, které Ize bez jakéhokoliv zavahani
piifadit deforma¢nim vibracim C-H vazeb v methylovych a methylenovych funk¢nich
skupinach. V ptipadé vzorku HU byl nalezen pouze absorpéni pas pii 1380 cm™, ktery je
spjat s deformacni symetrickou vibraci C—H vazeb v —CHz skupinéch. Déle byl u vzorku HK
lokalizovan absorpéni pas pii 1130 cm™, ktery odpovida valenéni vibraci C—O-C vazeb
v aryl-etherech. Tento absorpéni pas mél v piipadé FK povahu méné vyrazného ramene,
avsak jeho pfitomnost je dopliujici informaci o struktufe této rozpustné frakce HL. Velmi
Siroky a intenzivni absorpéni pas lokalizovany v oblasti vlnoéti 3500-3200 cm™! je pomémé
nespecificky, a to zejména z divodu, ze tento absorpcni pas odpovida jak absorpci O-H a
N-H vazeb v alkoholech, karboxylovych kyselindch a amidech, tak i sorbované vlhkosti.
Nicméné ptitomnost polysacharidovych residui je odhalena absorpénim  péasem
pfi 1045-1040 cm™, ktery lze pfipsat valen¢ni symetrické vibraci C-O vazeb ve vyse
zminénych strukturdch, jako jsou alkoholové funkéni skupiny.

Pomérné cennym vysledkem je lokalizace absorpcnich pasti odhalujicich pfitomnost
bilkovinnych residui ve struktufe HK a FK, v nichz dominantnéji tyto pasy manifestuji
v piipadé HK. Jedna se o absorpéni pasy pii 1660 cm ™! a 1540 cm™2, které odpovidaji C=0
a N-H valen¢ni vibraci v sekundarnich amidech, a také deformac¢ni vibraci C—N ve stejnych
strukturnich motivech. Tyto absorp¢ni pasy byly nejdominantnéj§imi v ptipadé vzorku HU,
atedy se mizeme domnivat, ze vzorky huminli jsou tvofeny pievazné bilkovinnymi
slouceninami sorbovanymi na anorganické Castice.

5.4 Potenciometrické titrace

V duisledku ruznych typu funk¢nich skupin, které uplatiuji funkci vazebnych mist pro razné
vyzivové prvky anebo kovové ionty, dochazi u HL k vyménné sorpci kationti ¢i anionti.
Mezi hlavni vazebna mista se fadi funkéni skupiny obsahujici kyslik, kde dominantni
zastoupeni téchto reaktivnich mist tvoii karboxylové a fenolické skupiny. Tudiz stanoveni
koncentrace anebo obsahu téchto funk¢nich skupin mize poskytnout informace o kyselosti
huminovych a fulvinovych kyselin. Avsak pro vazbu kationi mohou byt dulezité i méné
pocetné zastoupené funkéni skupiny, které jsou tvofeny dusikem a sirou.

Na Obrazku 11 je grafické znazornéni potenciometrickych titranich kifivek huminové
a fulvinove kyseliny pii zpétné titraci. HK ¢i FK byla nejdiive rozpusténa ve ziedéném
roztoku NaOH, kde ¢ast NaOH se spotiebovala na vznik soli huminovych nebo fulvinovych
kyselin, resp. k deprotonaci kyselych funkénich skupin, jimiz jsou tyto biokoloidni slou¢eniny
bohaté substituovany. Nejdiive tedy dochazi piidavkem titracniho ¢inidla HCI ke ,,ztitrovani,
Iépe feCeno ke zpétnému naprotonovani HK ¢i FK. Dale je samoziejmé titrovan
i nezreagovany roztok NaOH. Nasledné Ize zrozdili jednotlivych spotieb stanovit
tzv. celkovou kyselost HL.
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Obr. 12: Karboxylatova titrace HK a FK

Obrazek 12 ilustruje pribéh karboxylatové titrace, kterd probihala v ptfitomnosti octanu
vapenatého. Karboxylatova titrace probihd na principu vymény ionti mezi fulvinovou ¢i
huminovou kyselinou a octanem vapenatym. Touto vyménou dochazelo ke vzniku
kyseliny octové, ktera byla nasledné titrovana NaOH. Pro ziskani karboxylatove kyselosti
byla jako v pfedchozim piipadé titracni kiivka derivovana, ato zdiavodu zjisténi maxima
odpovidajiciho ur¢itému objemu pouzitého titra¢niho ¢inidla. Vznikly rozdil mezi blankem a
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uvolnénou kyselinou octovou, v dusledku naprotonovani HK nebo FK, vedl Kk vypocétu
karboxylatové kyselosti.

Vyhodnoceni zpétné a karboxylatové titrace vedlo ke zjisténi celkové a karboxylatové
kyselosti. Naslednym dopocitdnim byla zjisténa fenolicka kyselost. Jednotlivé zastoupeni
kyselych funkénich skupin u HK a FK je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: Karboxylatova, fenolick& a celkova kyselost HK a FK izolovanych z fluvizeme.

Kkyselost [mmol-g™']

karboxylatova  fenolicka celkova
HK 2,2 6,4 8,6
FK 3,5 6,7 10,2

Jak je zfejmé z Tabulky 4, tak FK maji vyssi zastoupeni karboxylovych i fenolickych
skupin, tudiz celkova kyselost je vy$si nez v pripadé¢ HK. V obou ptipadech méfeni byla
fenolicka kyselost vyrazné vyssi na rozdil od kyselosti pfispéné karboxylovym funkénim
skupinam.
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6 ZAVER

Informace o celkové charakterizaci huminovych latek v jednotlivych pidach jsou velmi
vzacné. Pravé diky témto informacim muzeme predpovédét, jak tyto slouceniny ptlisobi na
zlepseni chemickych, fyzikalnich a biologickych vlastnosti substratu, v némz se rostliny
vyvijeji, a tim i zvysit jejich produktivitu. RovnéZ znalost strukturnich ryst HL je nezbytna
k vysvétleni mechanismu humifikace v riznych ptadach a z toho divodu hraji klicovou roli
v otazkach zivotniho prostiedi. Cilem této bakalaiské prace tedy bylo nejdiive ziskat
jednotlivé frakce HL podle postupu IHSS a nasledné tyto extrahované latky charakterizovat
pomoci elementarni a termogravimetrické analyzy, UV/Vis a FTIR spektrometrie
a potenciometrickych titraci. Vybrana puda, jez je taxonomicky klasifikovana jako Fluvizem,
se nachazi v okoli fek a potokt, kde dochazi k periodickému zaplavovani, a pravé tyto
podminky podporuji tvorbu fulvinovych kyselin. Z toho divodu byl extrahovan relativné
vysoky vytézek FK. RovnéZ byly dle postupu IHSS ziskany huminy a huminové kyseliny.

Pomoci elementarni a termogravimetrické analyzy bylo zjiSténo piesné zastoupeni
biogennich prvku v HL a z téchto tdaju byly dale vypocteny atomové poméry. Atomovy
pomér N/C vyhodnotil FK jako nejméné humifikované a huminy vyrazné nejvice
humifikované. Avsak timto atomovym pomérem nelze odhadnout stupenn humifikace, ale
spiSe byla ziskéna ptedstava o zralosti HL. S pfispévkem TG analyzy a FTIR spektrometrie
bylo zjisténo, Ze HU je tvofen pfevazné minerdlnimi ¢asticemi, na kterych jsou navazany
bilkovinna residua. Z atomového poméru O/C byl stanoven obsah polarnich funkénich skupin,
a tedy stupeni oxidace, ktery je nejvyssi v piipadé FK. Tento vysledek je podpoien vysledky
potenciometrickych titraci, které uvadi, ze fulvinové kyseliny maji vys$si zastoupeni jak
karboxylovych, tak i fenolickych funkénich skupin v porovnani se svym protéjskem HK.

Vyhodnocenim atomového poméru H/C bylo zjisténo, ze FK obsahuji vice aromatickych
struktur na rozdil od HK, které jsou vice alifatické. Tento vysledek byl vyvracen
termogravimetrickou analyzou, a také UV/Vis spektrometrii, ktera poskytla mnohem piesngjsi
informace Vv oblasti aromaticity. Mozné vysvétleni mize byt takové, ze pomér H/C nezavisi
pouze na aromatech, ale na vSech stavebnich jednotkach tvotricich HL. Z vypoétenych
absorpcnich koeficienti UV/Vis spektrometrie byla zjiSténa rovnéz vysSi molekulova
hmotnost u HK a vyhodnocenim absorpénich past v infracervenych spektrech HK a FK byla
ziskana predstava 0 obsahu jednotlivych stavebnich kamenu a jejich funkénich skupinach.
Termicka analyza v inertni atmosféfe svéd¢éi o vyssi tepelné stabilit¢ HK, tudiz lze
predpokladat, ze mezi prekurzory HK se fadi biopolymerni slou€eniny na rozdil od FK,
na jejichz vystavbeé se budou podilet jednodussi organické slouceniny.

Spojenim v8ech zminénych termickych a spektralnich metod si lze piedstavit hrubou
strukturu a ztoho dale vyplyvajici reaktivitu huminovych latek, avSak pfispénim dalSich
metod by bylo mozné ziskat hlubsi povédomi o pfesné struktute a charakteru HL. Mezi dalsi
metody by bylo mozné zafadit napiiklad fluorescenéni nebo 3C NMR spektrometrii. Pro lepsi
pochopeni Ulohy organické hmoty v ptirodnim prostiedi by bylo dale dobré se zabyvat
studiem pldniho roztoku anebo tzv. pidniho gelu, ktery je kapilarné uvolilovan z pidnich
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agregatl pi1 dostateCném mnozstvi srazek. Tento pidni anebo i jiny roztok obsahujici pidni
organickou hmotu a HL by odpovidal readlnym podminkadm, které panuji Vv raznych
ekosystémech, tudiz by dochazelo k minimalizaci kyselé a alkalické hydrolyzy jednotlivych

stavebnich kamenii pii izolaci IHSS a rovnéz by byla zachovana mikrobiota v pidnim
roztoku.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

DOM
DTG
EA
FK
FTIR
HK
HL
HU
IHSS

NOM
OM
SOM
TGA
UV/Vis
uv-B
uv-C

rozpus$téna organicka hmota (Dissolved Organic Matter)
derivacni termogravimetrie

elementarni analyza

fulvinové kyseliny

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
huminové kyseliny

huminové latky

humin

mezindrodni spole¢nost pro vyzkum huminovych latek (International Humic
Substances Society)

ptirodni organicka hmota (Natural Organic Matter)
organickd hmota (Organic Matter)

nerozpusténa organicka hmota (Suspended Organic Matter)
termogravimetricka analyza

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zareni
sttednévinné ultrafialové zareni

kratkovinné ultrafialové zareni

8.2 Seznam symboli

At.%
Eo/E3
Eo/E4
Eet/EgT
Hm.%
M,
SUVA254

slozeni v atomovych procentech

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

relativni molekulova hmotnost

specificka UV absorbance pii vinové délce 254 nm
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