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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméfena na studium supramolekularni struktury huminovych
kyselin. Tato problematika byla v ramci BP studovana na fadé vzorka HK, které se liSily
zdrojovou matrici (lignit, leonardit, ptida, raSelina a kompost). K t¢émto tcelim byly vyuzity
metody velikostné vylucovaci chromatografie, dynamického a elektroforetick¢ho rozptylu
svétla a UV-VIS spektrometrie. Pro lepsi pochopeni vzniku supramolekularni struktury HK,
zpusobu jeji stabilizace a jejiho ovlivnéni se zménou pH byly jednotlivé vzorky HK
studovany ve tfech prostredich liSicich se hodnotou pH (3,5; 7 a 12).

Vysledky ziskané na Sirokém spektru pouzitych HK jsou v souladu se supramolekularni teorii
struktury huminovych kyselin ve vodnych roztocich, kterd tyto latky popisuje jako volné
vazané supramolekularni asociaty relativné malych molekul, které maji jak polarni,
tak nepolarni ¢asti a mohou se seskupovat do slozitéjSich supramolekularnich agregata
Vv zavislosti na podminkéch v roztoku (pH, obsah nizkomolekularnich iontu, atd.).

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the study of supramolecular structure of humic acids. This
issue was studied on a number of HA samples which differed in source matrix (lignite,
leonardite, soil, peat and compost). For these purposes, methods of size exclusion
chromatography, dynamic and electrophoretic light scattering and UV-VIS spektrometry were
used. In order to better understand the formation of the supramolecular structure of HA,
the ways of its stabilization and how it was influenced by the change in pH, individual HA
samples were studied in three pH-varying mediums (3,5; 7 and 12).

The results obtained on a wide range of used humic acids are in accordance with the
supramolecular theory of the structure of humic acids in aqueous solutions which describes
them as freely-bound supramolecular associates of relatively small molecules having both
polar and nonpolar parts and can be formed into more complex supramolecular aggregates
depending on the conditions in the solution (pH, content of low molecular weight ions, etc.).

KLICOVA SLOVA

huminové kyseliny, supramolekuldrni struktura, vliv pH, velikost ¢astic, zeta potencidl,
molekulova hmotnost, izolace

KEY WORDS

humic acids, supramolecular structure, pH effect, particle size, zeta potential, molecular
weight, isolation
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1 UVOD

Huminové kyseliny jsou pfirodni latky, které s dal$imi dil¢imi frakcemi huminovych latek
(fulvinové kyseliny a huminy) vznikaji degradaci biologického materidlu. VSechny tyto
frakce jsou odlisné ve fyzikalné-chemickych vlastnostech, tj. v rozpustnosti, reaktivite,
elementarnim sloZeni a také barve, ktera je od svétle zluté az po Cernou.

Dnes jsou huminové latky pfedmétem intenzivniho védeckého vyzkumu. Jsou to organické
latky se slozitou a dodnes ne zcela dobie popsanou strukturou. Zakladem struktury HK jsou
aromatické cykly, na kterych jsou navazany alifatické Casti a z funkcnich skupin hlavné
karboxylové a fenolické. Pravé znalost struktury je velmi dilezitda K pochopeni funkci
huminovych latek v pfirodé¢ a klepSimu porozumeéni jejich reaktivity. Jsou to latky
rozmanitého ptiivodu a vlastnosti a jejich struktura souvisi také se zdrojovou matrici, ze které
byly HK izolovany.

Po mnoho desetileti byly huminové latky povazovadny za makromolekularni latky
se slozitou strukturou a vysokou molekulovou hmotnosti. Teprve az srozvojem novych
analytickych metod bylo mozné popsat strukturu huminovych latek detailné&ji. Dnes jsou
huminové kyseliny chdpany jako voln€ vazané supramolekularni asociaty, takze si je lze
predstavit jako relativné malé molekuly rizného ptivodu, stabilizované slabymi nevazebnymi
interakcemi, které se samovolné organizuji do supramolekularnich konformaci.



2 TEORETICKA CAST
2.1  Huminové latky

Huminové latky pfedstavuji na Zemi nejvétsi a nejvyznamnéjsi zasobu organického uhliku.
Vznikaji rozkladem a pfeménou zbytkl z rostlinné a bakteridlni biomasy, ¢emuz se fika
humifikace. Nejdulezitéjsimi latkami, které se ucastni humifikace, jsou lignin, polysacharidy,
melanin, lipidy, nukleové kyseliny aj. Jen v padnich uhlikatych slouceninach je vazano
ptiblizné 3,3krat vice uhliku nez v atmosféfe a 4,5krat vice nez v zivych organismech [1].
Jsou to slozité vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou hmotnosti
v rozmezi n¢kolika desitek az stovek tisicii Daltont. Ve vodnych roztocich se vyskytuji jako
samostatné molekuly, ale mnohem castéji jsou vzajemné spojeny slabymi vazebnymi
interakcemi do supramolekularnich struktur [2]. HL zéasadnim zplGsobem ovliviuji Zivot
na Zemi — uréuji kvalitu ptd, vod a také sloZzeni atmosféry [1].

Tab. 1 — Obsah huminovych latek ve vybranych prirodnich materidlech [3]

” , . Obsah huminovych kyselin
Piirodni zdroj a fuIvokyseI;;]y[hm.y%]
Leonardit/lignit 40-85
Cerna raselina 10-40
Sapropelova raselina 10-20
Hnédé uhli 10-30
Hnuy 5-15
Kompost 2-5
Pida 1-5
Cerné uhli 0-1

V Tab. 1 — Obsah huminovych latek ve vybranych piirodnich materialech [3] je pro
ptehlednost uveden obsah huminovych kyselin a fulvokyselin ve vybranych piirodnich
materialech [3].

2.1.1 Vznik huminovych latek

Existuje n¢kolik teorii, které popisuji jednotlivé piedpoklddané mechanismy vzniku HL.
Lignin-proteinova teorie uvazuje lignin jako hlavni zdroj HL (Obr. 1 — Vznik huminovych
latek, cesta ¢. 4). Polyfenolova teorie zahrnuje polyfenoly a chinony, které jsou ziskany bud’
z ligninu (Obr. 1 — Vznik huminovych latek, cesta ¢. 3), nebo jsou syntetizovany
mikroorganismy (Obr. 1 — Vznik huminovych latek, cesta ¢. 2). Posledni cestou
je kondenzace cukry s aminy, které vznikaji jako produkty mikrobialniho metabolismu
(Obr. 1 — Vznik huminovych latek, cesta ¢. 1) [4]. Je pravdépodobné, ze vySe uvedené
mechanismy vzniku HL existuji vedle sebe a mohou se Vv zavislosti na podminkach, pii jakych
déje probihaji, riizné prolinat [2].

Obecné se procesu vzniku HL fika humifikace a tento proces zahrnuje velké mnozstvi
naslednych biochemickych reakei [5].
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Obr. 1 — Vznik huminovych latek [4]
Lignin-proteinova teorie

Diky této teorii (téz degradacni teorie) byl lignin dlouha léta povazovan za hlavni zdroj
huminovych latek. Podle této teorie je lignin netplné rozlozen mikroorganismy. Bé&hem
tohoto procesu lignin ztraci methoxylové funkéni skupiny (OCHs3), nebo dochazi k oxidaci
alifatickych fetézci na karboxylovou skupinu (COOH) [4]. V podstaté jde o rozklad
odumfelého rostlinného materidlu, kdy se z ligninu, kutinu, nebo melaninu vytvari
vysokomolekularni huminy. Ty podléhaji oxidaci a jsou postupné transformovany
na huminové kyseliny, fulvokyseliny a dale aZz na findlni produkty oxidace, coz jsou
nizkomolekularni anorganické molekuly — oxid uhli¢ity a voda [2].

Kondenzace cukri s aminy

Tato teorie zahrnuje neenzymatickou kondenzaci redukujiciho cukru s aminoslou¢eninou.
Tato aminosloucenina je vedlej$im produktem mikrobialniho metabolismu [4].

Inicia¢ni reakce zahrnuje kondenzaci aminoskupiny, kterou poskytne aminokyselina
s aldehydickou skupinou redukujiciho cukru. Postupnym pieskupovanim a reakcemi dochézi
k fragmentaci, odstépeni molekuly vody a tvorbé tfiuhlikatych molekul aldehydt a ketont
(napt. acetol, glyceraldehyd a dihydroxyaceton). VSechny tyto slouceniny jsou vysoce
reaktivni a v pfitomnosti aminoslouc¢eniny mohou snadno polymerizovat na hnéd¢ zbarveny
produkt, ktery je podobny huminovym latkam [4].

Podle této teorie mohou byt HL vytvofeny Cisté jen chemickymi reakcemi bez ucasti
mikroorganismu, tedy az na tvorbu cukrl z uhlikatych latek a tvorbu aminokyselin z proteini.
Ackoli jsou tedy reaktanty reakce vytvofeny pomoci mikroorganismi, kondenzacni reakce
probiha pomaleji pti béznych pldnich teplotich. Souhrnné vzato, tato reakce se vyskytuje



v pidach s nizkym obsahem ligninu a prostfedich, kde jsou plidy vystaveny drastickym
zménam jako napiiklad mrazu, suchu apod. [4].

Polyfenolova teorie

V soucasnosti je nejvice akceptovana teorie popisujici vznik huminovych latek z polyfenola,
které mohou pochazet jednak z ligninu, ale také mohou byt syntetizovany mikroorganismy.
Nejdiive musi dojit k rozkladu vSech rostlinnych biopolymerti na monomerni jednotky. Poté,
co se prerusi vazba mezi ligninem a celulézou béhem rozkladu rostlinnych zbytka,
jsou postranni fetézce stavebnich jednotek oxidovany a demethylovany, coz produkuje
polyfenoly, které jsou dale pieménény na chinony pomoci enzymu polyfenoloxidazy.
Chinony vzniklé z ligninu, a pravdépodobné i z jinych zdroju, déale reaguji se slou¢eninami
obsahujicimi dusik a polymerizuji za tvorby HL S rostouci slozitosti. Nejdiive by tedy
vznikaly fulvinové kyseliny, poté huminové kyseliny a nakonec huminy [4].

LIGNIN ' Celuléza a ostatni
@ napadeni substraty (bez ligninu)

mikroorganismy

FENOLOVE ALDEHYDY
vyuZiti mikroorganismy

V J /

Dalsi vyuziti POLYFENOLY
mikroorganismy a
oxidace na oxid uhlicity

enzymy
poly‘fenoloxldazy

CHINONY

aminoslougeniny aminoslouceniny

HUMINOVE S FULVINOVE
KYSELINY KYSELINY

Obr. 2 — Polyfenolova teorie [4]
2.1.2 Déleni huminovych latek

Huminové latky pfedstavuji heterogenni polydisperzni smés latek, jejichz molekulové
hmotnosti se pohybuji ptiblizné v rozmezi od 2 000 do 200 000 Da. Obecné lze huminové
latky rozdglit na tii zakladni frakce — huminové kyseliny, fulvokyseliny a huminy [6].
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Obr. 3 — Déleni huminovych latek [7]

Huminové kyseliny

Huminové kyseliny piedstavuji frakci HL, Ktera neni rozpustna v kyselych a neutralnich
roztocich, ale je rozpustnd pfi vysSich hodnotach pH. Tyto kyseliny mohou byt ziskany
alkalickym louzenim vzorku pudy, nebo obecné vzorku organické hmoty, a néslednym
okyselenim vyluhu [6].

Tab. 2 — Prvkové sloZeni huminovych kyselin [8]

Prvek Obsah [hm. %]
C 52-62
H 2,8-5,8
@] 31-39
N 1,7-4,9

Elementarni slozeni (Tab. 2 — Prvkové slozeni huminovych kyselin [8]) je zavislé na zdroji
huminovych latek, chemickém sloZeni organickych zbytkii a podminkach humifikace. Jsou
to latky tmavé barvy a hromadi se vétSinou na misté vzniku. Charakteristické jsou svoji
dobrou rozpustnosti v louhu a roztocich hydrolyticky zasaditych soli. Zakladni slozkou
je aromatické jadro fenolického nebo chinoidniho typu a dalSich cyklickych i alifatickych
dusikatych sloucenin. V rozpustném stavu se lehce srazeji vodikem a dvoj ¢i trojmocnymi
kationty (Ca?*, Mg?*, Fe**, AI**). Cernozemni HK jsou nejvice obohacené uhlikem. Celkové
obsahuji 1-10 % popelovin (Si, Al, Fe, S, P, Ca, Mg, K, Na, aj.), coz ale také zavisi
na zpusobu izolace a precisténi. Kysely charakter téchto sloucenin je dany pfitomnosti
(OH). Vodikové ionty téchto funkénich skupin mohou byt nahrazeny jinymi ionty.
V neutralnim prostiedi ma vyménna kapacita vodiku kyselych funkénich skupin HK hodnotu

11



250-500 mmol/100g huminové kyseliny (tzv. celkova kyselost). HK se rovnéz diky své
heterogenni porovité struktufe vyznacuji vysokou sorpéni schopnosti [8].

Obecné jsou HK povazovany za nejhodnotnéjsi produkt humifikaénich procesti v pudé,
vyrazn¢ ovliviluji pidni vlastnosti podminujici vysokou urodnost. Ovliviuji zejména
kationtovou vyménnou kapacitu a strukturu ptid. V nasyceném stavu jsou stalé a vysoce
odolné vuci mineralizaci [8].

Fulvokyseliny

Fulvokyseliny jsou latky zluté az hnédé barvy, které jsou diky své pomérné malé velikosti
molekuly vysoce mobilni (zejména v pidnim profilu). Na rozdil od huminovych kyselin jsou
charakteristické dobrou rozpustnosti ve vodé a mineralnich kyselinach, ale také v louzich
i v roztocich hydrolyticky zasaditych soli. Od HK se lisi jednodussi stavbou makromolekuly
I celkovym slozenim, které je pro piehlednost uvedeno v Tab. 3 — Prvkové slozeni
fulvokyselin [8] [8].

Tab. 3 — Prvkové slozeni fulvokyselin [8]

Prvek Obsah [hm. %]
C 40-52
H 4-6
O 40-48
N 2-6

Kysely charakter FK je dan hlavné pfitomnosti karboxylovych funk¢nich skupin. Vyménna
kapacita vodiku kyselych funkénich skupin FK ma hodnotu 600-900 mmol/100 g
fulvokyseliny. Molekulovda hmotnost téchto latek se pohybuje Vv  rozmezi
od 200 do 50 000 Da. V dusledku siln¢ kyselé reakce a dobré rozpustnosti ve vodé jsou velmi
agresivni na mineralni ¢ast pudy, kterou zaroven ochuzuji o zZiviny [8].

HO (2©
HO O |
Ne? H CH, H 0
/ | I
T H C—O0—CH B
Y OH
/Cﬁo
HO
O OH H OH
|
o=c¢C CH, OH
HC—G—H ] H !
_C_ f—
* | HO—Cc—CH, HC, F=0
CH, 0 "C—H
| | -
CH, 4 (I)—O—CHg—CHQ—CHE—C—N—H
|
o .0

Obr. 4 — Hypoteticky strukturni vzorec fulvokyseliny podle Buffla [6]
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Huminy

Jedna se pravdépodobné o siln¢ karbonizovanou organickou hmotu, pevné vazanou
na mineralni podil plidy, a proto se neda ziskat ani mnohondsobnou extrakci alkaliemi
z dekalcinované pady. Barevné se jevi jako &erné. Casto jsou charakterizovany jako
nerozpustné formy huminovych kyselin. Humusové uhli se vyskytuje v ptiidnim humusu jako
nejstar$i slozka produkti humifikace. Podle Najmra je humusové uhli tmava, zuhelnatéla,
na uhlik a dusik bohata hmota, ktera nepeptizuje, nerozpousti se, nehydrolyzuje, nezucastituje
se pudotvorného procesu, a proto ztratila funkci pravého humusu [8].

2.1.3 Struktura a vlastnosti

Struktura huminovych kyselin a celkové huminovych latek je velmi slozitd. Stanoveni
opravdové molekulové hmotnosti je centralnim problémem vyzkumu HL. Molekulova
hmotnost uréuje konformaéni strukturu (velikost a tvar) a dokonce i jejich reaktivitu. Rada
nazoru ruznych autori (Clapp, De Nobili, Stevenson, Swift, atd.) opakované prokazala,
ze neni prakticky Zadna shoda mezi hodnotami molekulovych hmotnosti HK ziskanych
riznymi metodami. Zde je ovSem vzdy nutno brat v potaz vysokou heterogenitu huminovych
kyselin a rovnéz zpusob stabilizace jejich struktury. Ztoho je ziejmé, ze rozdily
ve stanovenych molekulovych hmotnostech huminovych kyselin ze zna¢né miry souvisi praveé
se $patn¢ zvolenou metodou stanoveni [9].

Pravé nevhodné zvolené zpisoby stanoveni molekulové hmotnosti pomoci méteni
sedimentacni rychlosti a ultracentrifugace jsou zodpovédné za velké rozdily ve stanovenych
molekulovych hmotnostech HK, které byly publikovany mezi roky 1950 az 1970. Tento stav
nastal i pfes jasné znamky toho, ze semiempirické metody nejsou vhodné pro polydisperzni
systémy z divodu riznych difiznich koeficientli a usazovacich konstant riznych velikosti
Castic. V téchto letech byly publikovany studie, které ukazovaly na rozsah molekulovych
hmotnosti od 25 000 do vice nez 200 000 Da (Stevenson, Flaig) [9].

Cameron, Thornton a kol. [9] ve snaze redukovat polydisperzitu huminovych latek
frakcionovali huminové kyseliny ziskané z pid ultrafiltraci a gelovou permeaci. Vysledné
frakce byly sice vice homogenni neZ nefrakcionovany roztok, ale stale nebyly monodisperzni.
Ziskané molekulové hmotnosti se pohybovali od 2 600 do 1 360 000 Da.

Celkové vzato, HL jsou strukturné velmi slozité a ne zcela piesné¢ popsané, dokonce
ani molekulovd hmotnost neni jednoznacné urcena. Znalost jejich strukturniho sloZeni
je ale nezbytnd pro pochopeni jejich moZnych fyzikalné-chemickych interakci s latkami
piitomnymi v Zivotnim prostiedi. Viibec prvni navrhy struktury byly pfedlozeny Stevensonem
a Harworthem v 70. letech minulého stoleti. Pfedpokladalo se, ze ve strukturni siti jsou
primarné zabudovany polyaromatické uhlovodiky. V nésledujicich dvou desetiletich doSlo
k fadé objevu ve struktufe, a to zejména diky pokrokiim v oblastech instrumentalni analyzy.
Tyto objevy objasnily, Ze ve struktufe jsou zabudovany aromatické a hydroaromatické di-, tri-
a tetra- kyseliny [6].
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Obr. 6 — 2D struktura podle Schnitzera a Schultena [10]

Obecné jsou HK definovany jako komplexni aromatické makromolekuly, kde spojeni mezi
aromatickymi skupinami zajist'uji aminokyseliny, aminocukry, peptidy a alifatické
slouceniny. Struktura na Obr. 5 — Struktura HK podle Stevensona [10] obsahuje volné
a vazané fenolické skupiny, chinonové struktury, dusikové a kyslikové atomy ve funkci
mustkll a karboxylové skupiny na aromatickych kruzich. Huminové kyseliny tedy vykazuji
polyaniontovy charakter a mohou vazat ionty chemickymi i fyzikdlnimi mechanismy [6].
Schopnosti, jako jsou rozpustnost ve vodé, agregace, disociace, nebo schopnost vytvaiet
komplexy s kovovymi ionty, izce souvisi se sloZzenim, které je ovlivnéno humifika¢nimi
procesy [2].
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Jak je zfejmé, existuje mnoho studii zabyvajicich se strukturou HK a jejich agrega¢nimi
a degradacnimi procesy probihajicimi ve vodnych roztocich. Zejména z divodu velké
rozmanitosti huminovych kyselin ziskanych z jednotlivych zdrojovych materidli a rovnéz
vysoké polydisperzity téchto latek neni mozné identifikovat jednu molekulu, ktera by mohla
plnit roli zakladniho stavebniho bloku struktury HK. Podle Stevensona by se na kazdou frakci
meélo nahlizet jako na frakci slozenou z fady riznych molekul [11].

Vazebné moZnosti huminovych kyselin

Organické hmoty (plati rovnéz pro HK, jakozto hlavni slozku organické hmoty) obecné
VvV pfirod¢ interaguji s anorganickymi latkami, jako jsou jily, oxidy, oxohydroxidy kovt,
vapenec a jiné horniny, ale také s zivinami a toxickymi latkami. Pravé huminové kyseliny,
reaktivni ¢ast organické hmoty, jsou zodpovédné za transformaci, reaktivitu a transportni
jevy, které probihaji v téchto ptirodnich matricich. Lze ptedpokladat n€kolik typti vazebnych
interakci HL s cizimi latkami: [6,7,12]

Van der Waalsovy interakce

Tento typ velmi slabé nevazebné interakce (2—4 kJ-mol™t) existuje mezi viemi atomy, které
nejsou piimo spojeny kovalentni vazbou. Atom zde figuruje jako docasny oscilujici dipdl
vznikly nahodilym pohybem atomt a molekul ve strukturadch, polarizuje sousedni atomy
a sprahuje je oscilaci za vzniku slabych pfitazlivych sil. Na velmi kratké vzdalenosti vykazuji
kterékoli dva atomy tuto nevazebnou interakci, ale pokud se ptiblizi na limitni vzdalenosti,
velmi siln¢ se odpuzuji. Tento typ interakce plsobi naptiklad pfi adsorpcich. Vyznamna
je tato interakce pfi adsorpci nepolarnich latek na HK, nebo pii interakci organické hmoty
s vysokomolekularnimi proteiny a sacharidy [7,13].

lontovad vymeéna

Iontovd vyména predstavuje béZzny mechanismus interakce mezi nabitou organickou
molekulou a souhlasné nabitym iontem, kterym je nasycen povrch minerdlu. Muze dojit
K interakci kladné nabitych skupin, nebo zaporné nabitych skupin, coz je ale méné Casté [14].

Vodikove muistky

Jsou to slabé polarni vazby (24 kJ-mol™) mezi vodikem s elektronegativnéj$im donorem
elektroni (O, N, P). Vznikaji tehdy, jestlize se atom vodiku dostane mezi dva
elektronegativnéjsi atomy. Ve vodném roztoku jsou vodikové mustky pomeérné slabé.
Vodikova vazba se vyrazné podili na tvorbé interakci pii adsorpci organickych molekul
na huminové kyseliny [13,14].

Koordinacni vazba

Tento typ vazby je vyznamny z hlediska vazani tézkych kovi na huminové latky a jejich
nasledné odstraiiovani z pid a vod. Do této interakce se nejvice zapojuji karboxylové
a fenolické skupiny HL. Tvorbu téchto vazeb a jejich stabilitu ovliviiuje hodnota pH. Ve slabé
kyselém prostedi se na vazbé podili hlavné karboxylové skupiny a pii alkalickém pH tvofi
koordinacni vazby i fenolické skupiny. Stabilita komplexii s kovy obecné roste se zvysujicim
se pH [14].
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Hydrofobni interakce

Hydrofobni interakce jsou fizeny entropicky, tedy pii vzniku interakce dochazi k poklesu
entropie systému. Tento druh interakci je spojen se vzajemnym pusobenim Céstic a jejich
prostfedi. Entropickd zména je spojena s eliminaci molekul vody, kterd tvofila solvatacni
vrstvu pavodnich ¢astic, které byly rozptyleny v rozpoustédle. Hydrofobni interakce vznikaji
napiiklad pfi adsorpci nepolarnich organickych latek na organickou hmotu v pidéach
a sedimentech [14].

2.1.4 Extrakce, frakcionace, purifikace

Huminové¢ latky se ve svych zdrojovych matricich (ptida, lignit, raselina, kompost, atd.)
nachdzeji jako soucast komplexniho systému, ve kterém reaguji s ionty kovili, mineralnimi
koloidy a nehumifikovanymi organickymi materialy, takze aby bylo mozné studovat jejich
strukturni, chemické a fyzikalni vlastnosti, je nutné je ze své zdrojové matrice izolovat.
Prvnim krokem byva izolace HL z anorganické matrice a nasledné oddéleni od ostatnich
sloucenin. Dal§im krokem je frakcionace, kterd je dulezita ke snizeni fyzikdlni a chemické
heterogenity. Koneénym krokem je purifikace, ktera slouzi k eliminaci necistot a dalSich
vyextrahovanych materiala [4].

Extrakce

Kazdy pokus o vytvoteni efektivniho postupu pro izolaci HL ze zdrojové organické matrice
by mél brat na zfetel vlastnosti pouzitych extrakénich ¢inidel, materialti k extrakci a vSech
asociaci, které se v pidé vyskytuji. Idealni extrakéni metoda by podle Stevensona [10] méla
spliiovat tyto pozadavky:

e extrakei nedojde ke zmén¢ fyzikalnich a chemickych vlastnosti

e extrahované huminové latky neobsahuji Z4dné anorganické necistoty jako je jil
a vicevazné kationty

e cxtrakce je kompletni, izolovany vzorek obsahuje frakce vSech molekulovych
hmotnosti

e metoda se da aplikovat pro izolaci HL z riiznych zdroji

Podle Stevensona je mozné pro izolaci HL pouzit nasledujici extrakéni Cinidla:

e NaOH — vytézek do 80 % organické hmoty

e NayP207—do 30 %

e organické chelaty (acetylaceton, hydroxychinolin, kupferron) —do 30 %
e HCOOH —-do 55 %

e DMSO-do23%

e Pyridin—do 36 %

e EDA (vodny roztok) — do 63 %

e EDA (bezvody)—do 5%

e adalsi

Alkalicka rozpoustédla jsou viibec nejstarSi €inidla, kterd se kdy pouZivala pro extrakci
huminovych latek a dodnes zlistavaji nejvice G€inna a pouzivand. Ukazuje se, Ze nejucinnéjsi
pro extrakci je hydroxid sodny (NaOH) o koncentraci od 0,1 mol-dm~ az do 0,5 mol-dm™3
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(nebo EDA — ethylendiamin ve vod¢) pii pH 12,6. Bézné¢ se pouzivda pomér puidy
k extrakénimu ¢inidlu od 1:2 do 1:5 (v g-cm™®). Doporudovana je opakovana extrakce.
Nasleduje precisténi pudy (dekalcinace) zfedénou kyselinou chlorovodikovou (HCI) nebo
smési ziedéné HCl a HF, coz odstrani vapnik a dalSi vicevazné kationty. Vysledkem
pak je zvySeni UcCinnosti alkalické extrakce, nicméné¢ je také odstranéno malé procento
(obvykle 1-5 %) nizkomolekularnich frakci HL. Cim vice pouZijeme alkalického &inidla
a ¢im delsi je extrakcéni doba, tim vyssi je vytéznost reakce. Na druhou stranu ovSem miize
dochazet k chemickym zménam ziskaného materidlu (napf. oxidaci). Ty se ale daji
minimalizovat, kdyz je alkalicka extrakce provadéna v ptitomnosti inertniho plynu (N3).

Jako dal$i extrakéni cinidla je mozné vyuzit napiiklad vodny roztok EDA, ktery
ma vytéznost az 63 %, dale HCOOH s vytéznosti do 55 %, pyridin, DMSO, nebo NasP.Oy.
Dobfe vyuzitelny je také roztok 0,5 mol-dm= NaOH a 0,5 mol-dm~ NasP,07. Tato smés
vyznamné zkracuje dobu extrakce. Nicméné i s nejvyssi vytéznosti vodného roztoku EDA,
zadné z téchto dalSich rozpoustédel neni tak efektivni jako NaOH [4,7,10].

Frakcionace

Huminové latky jsou slozeny z Sirokého spektra latek riznych velikosti. Je tedy dulezité tyto
ruznorodé smési molekul dale rozttidit. Frakcionaéni procesy jsou obvykle pouZzivany jako
predbézné kroky k naslednym fyzikdlnim, chemickym a fyzikélné-chemickym analyzam
a méfenim. Tento proces zahrnuje spousty metod, ale mezi jedny z nejrozsifenéjSich patii
rozdily v rozpustnosti, reakcich skovovymi ionty, molekulové velikosti, néboji nebo
adsorpcnich vlastnostech.

Nejcasteji se vyuziva frakcionace na zékladé zmény pH, protoze hlavni frakce obsahuji
HK (rozpustné v alkalickych roztocich, srazi se v prostiedi s pH 2-1), FK (rozpustné
pti vSech hodnotach pH) a humin (nerozpustny jak v kyselych tak v alkalickych prostiedich).
Frakce huminovych a fulvinovych kyselin je velmi heterogenni a kazda z nich obsahuje
prechodné formy, jejichz vlastnosti se piekryvaji [4,7,15].
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Obr. 7 — Frakcionace piidy na jednotlivé huminové slozky [7]

Na Obr. 7 — Frakcionace pudy na jednotlivé huminové slozky [7] je uveden cely postup
pii ziskavani jednotlivych frakei HL. Nejdfive dojde pomoci 0,1 mol-dm~ HCI k dekalcinaci
a odstranéni vicevaznych iontd, dale po ptidani 0,1 mol-dm= NaOH, nebo 0,5 mol-dm™
NaOH s 0,5 mol-dm™3 NasP,07, dojde k oddéleni frakce s huminy a vznikly roztok
je okyselen na pH mensi nez 1. Tim po nékolika hodinach dojde k vysrazeni HK, zatimco FK
zustanou rozpusténé v supernatantu [4,7,15].

Purifikace

Anorganické (soli, jily, aj.) 1 organické (proteiny, lipidy, aj.) neCistoty musi byt ze surovych
frakci huminovych latek odstranény. Frakce huminovych kyselin lze Ccistit opakovanym
alkalickym rozpousténim, naslednou centrifugaci a opét vysrazenim v kyselém prostiedi.
K takovému ¢isténi 1ze pouzit 0,1 mol-dm™3 KOH s piidavkem NaCl.

Lepsi zpisob &isténi je ale realizovan pridavkem smési 0,1 mol-dm= HCI s 0,3 mol-dm™3
HF s naslednou centrifugaci. Poté se HK dialyzuji a mrazenim vysusi [4,15].
2.1.5 Vyuziti huminovych kyselin

JiZ fadu desitek let jsou HL pfedmétem intenzivniho védeckého zdjmu a to zejména kvili
jejich zajimavym fyzikalné-chemickym vlastnostem. V dusledku tak HK nachazeji vyuziti
v zemé&dé@lstvi, v primyslu, v oblasti ochrany Zivotniho prostiedi, ve farmakologii a vyuzivaji
se také jako palivo [6].

Huminové kyseliny (i fulvinové kyseliny) jsou pficinou kyselosti raselinnych vod.
Karboxylové skupiny maji pomérné siln¢ kysely charakter, fenolové skupiny maji jen slabé
kysely charakter. Roztoky huminovych kyselin maji v zavislosti na koncentraci hodnoty pH
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kolem 3,5, roztoky FK jsou jesté kyselejsi. Jejich pfitomnost ve vodach se projevuje zlutym
az zlutohnédym zbarvenim vody, ale barva se znacné¢ méni s hodnotou pH vody v dusledku
zmény disocia¢niho stupné karboxylovych skupin. Kromé toho ale souvisi barevnost
se slozenim HL, které muze byt vriznych povrchovych vodach odlisné. Vzhledem
k uvedenym vlastnostem jsou tyto latky v pitnych, uzitkovych a provoznich vodach
nezadouci. Vadi zejména v odvétvich primyslu, kde mohou znehodnocovat kvalitu vyrobki
jejich zbarvenim (textilni a papirensky primysl). Ze zdravotniho hlediska jsou samy o sob¢
V podstaté nezavadné [16].

Zemédélstvi

Huminové kyseliny jsou v zeméd€lstvi velmi prospésné, konkrétné ovliviiuji stabilitu ptidnich
agregatli, transport, sorpci hydrofobnich organickych sloucenin a tvofi komplexy s kovy
pfitomnymi v prostiedi. Také ale poskytuji energii pro prospésné ptidni organismy, ovliviuji
kapacitu zadrzovani pudni vody, strukturu pudy, uvolnovani rostlinnych zivin z ptdnich
minerald a jako hnojiva v podob¢ humatu zkvalitiiuji Grodnost pudy [17].

Priimysl

V primyslu jsou HK vyuzivany jako souc¢ast uhli k vyrob¢ energie. Také jsou vyuzivany jako
hydrofobni plniva cementli, protoze ovliviiuji vlastnosti cementt jako smacivost, disperzitu
a vytvrzovani. Obdobné jsou vyuzivany také v keramice [18].

Huminové latky by také mohly ovliviiovat plasticitu surové hmoty (tésta), ze které
se ve stavebnim primyslu déle vypaluji cihly a stavebni bloky, protoze jsou pfitomny v jilech,
které se pouzivaji jako zéklad surovych hmot ve vyrobé.

Ochrana Zivotniho prostiedi

V této oblasti jsou vyuzitelné sorpéni schopnosti HL vii¢i béZnym polutantim. Jsou schopné
na sebe vazat t¢zké kovy, detergenty, pesticidy, barviva aj. Tyto Skodliviny jsou nejdiive
imobilizovany huminovymi kyselinami a po vhodnych upravach pudy (izolace a extrakce)
dale odstranény z piirodniho ekosystému [18].

Farmacie a biochemie

Huminové kyseliny nachazi také vyuziti v oblastech farmacie a biochemie. Svym plisobenim
se tyto latky podobaji Uc¢inkiim heparinu, estrogenu a fada derivatl byla oznafena jako
terapeutika. Dalsiho vyuziti se dosahlo v oblasti kosmetiky, kde jsou pouzivany k bahennim
laznim a lécebnym zabalim. Bylo také zjiSténo, Ze pravé HK mohou byt vyuzity pii 1€cbé
vybranych druhi rakovinnych onemocnéni [18].

2.2  Metody studia supramolekulirni struktury

Jak jiz bylo feceno v kapitole 2.1.3, stanoveni absolutni hodnoty molekulové hmotnosti HK
je centralnim problémem celého vyzkumu huminovych latek. Pravé molekulova hmotnost
urcuje konformacni strukturu a S ni rovnéz souvisejici reaktivitu HL ve svych zdrojovych
matricich a obecné v zivotnim prostiedi [9].

Ke studiu supramolekuldrni struktury huminovych latek se obecné vyuzivaji metody jako
NMR, LC-MS, GC-MS, SEC-MALS, FT-IR, techniky rozptylu svétla, metody termické
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analyzy (TGA, DSC), UV-VIS, atd. [29-34]. V ramci této bakalafské prace jsou pro tyto
ucely vyuzivany nasledujici metody:

e UV-VIS spektrometrie

e Dynamicky rozptyl svétla (DLS — Dynamic Light Scattering)

e Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS — Electrophoretic Light Scattering)

e Velikostné vyluCovaci chromatografie (GPC — Gelovd permeacni chromatografie,
SEC — Size Exclusion Chromatography) s naslednou detekci pomoci UV-VIS, MALS,
dRladVl

2.2.1 UV-VIS spektrometrie

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného zateni
(200-800 nm) zfedénymi roztoky molekul. Dochazi tu k vyméné energie mezi ¢asticemi
a hmotou tak, ze pii absorpci dochazi k excitaci valen¢nich elektronti, tj. ke zméné rotacné
vibra¢nich energetickych stavii molekuly, které jsou soucasti molekulovych orbitalti. Proto
molekulova absorpcéni spektra v UV a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova
spektra [19,20].

Princip

Pii bézné laboratorni teploté jsou molekuly v zdkladni elektronové i1 vibra¢ni hlading.
Pti pohlceni fotonu pfechdzi molekula do excitovaného stavu s vyssi energii, kde zlstava
asi jen 107°s. Funkéni skupiny v molekule, které tuto absorpci zptisobuji, se nazyvaji
chromofory. Potom nezafivymi ¢i zativymi deexcitaénimi pochody ptechazi do zakladniho
stavu — udrzuje se rovnovaha ve prospéch molekul. Navrat do zadkladniho stavu nas
ale v absorp¢nich technikach nezajima [19,20].

excitovany
atom AE:EQ-E,:h\'

E2 + —":-:_ S horni hlzidlna

vyzarené fotony

NN aNpN WAL
dopadajici AVAVAVAV.g AE
foton - hv atom v zakladnim
& stavu
E — + + 1 ¥ H
1 dolni hladina
pred emisi béhem emise po emisi

Obr. 8 — Interakce elektromagnetického zareni s latkou [20]

Analytické vyuziti této metody spociva bud’ v kvalitativni analyze, kdy se pomoci spekter
daji identifikovat neznamé organické latky porovnanim s jiz znamymi spektry (neni
to ale dostatecné k ucinéni zavéru o jednoznacné prikaznosti identifikace), nebo v kvalitativni
analyze. Tady se absorbance vyuziva k urCeni koncentrace sloucenin s chromofory.
Pracujeme obvykle metodou kalibracni kiivky. Méteni je provadéno bud’ pfi vhodné vinové
délce, nebo jsou snimana cela spektra v kratkych casovych intervalech [19,20].

20



Absorpcni pas

Jeden pas odpovida jednomu typu piechodi v molekule do excitovaného stavu. Polohu piku
uréuje Amax, coZ je vinova délka maxima pasu, pti niz je absorpce nejvyssi.

Transmitance a absorbance
Transmitance je pomér zafivého toku proslého k dopadajicimu:
T=— 1)
I

Absorbance je pak definovana jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance:
A=—logT :Iog||—° 2

Lambert-Beeriv zdkon

Tento zakon ftikd, ze absorbance je pfimo imérna koncentraci absorbujici latky a tloustce
absorbujici vrstvy:

A=¢, -l-C, ()

kde ¢, je molarni absorpéni koeficient (konstanta pro danou latku za danych podminek
pii ur¢ité vinové délce, je jim charakterizovana intenzita absorpéniho pasu); (dm3*mol2-cm™),
C predstavuje latkovou koncentraci (mol-dm®) a I je tloustka absorbujici vrstvy (cm).

.

Iy
il
/

Obr. 9 — Priichod zdrent kyvetou [20]

Absorbance je aditivni veliina, coz znamend, Ze je souftem dil¢ich slozek, které
se pti dané vinové délce absorbuji: [19,20]

n n

A= A:zgx,i'ci'l (4)

i i
2.2.2 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla, nebo také foton korelacni spektroskopie (PCS — Photon
Correlation Spectroscopy), je velmi popularni metodou pro pozorovani difize castic latek
at’ uz v roztoku, nebo suspenzi. Makromolekuly, nebo koloidni astice, rozpusténé nebo
dispergované v rozpoustédle podléhaji Brownovu pohybu, coz je nahodily pohyb castic.
Svételné paprsky rozptylené v daném case riiznymi casticemi jsou do urcité miry fazove
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posunuty a vzajemné interferuji. Tato interference muze byt bud’ pozitivni, nebo negativni,
coz zélezi na vzajemné poloze castic. Po n¢jakém cCase se Castice presune na jiné misto
a intenzita svétla dopadajiciho na detektor je jina, protoze je jind také vzajemna pozice Castic
a tim je jiny i fazovy posun svételnych paprskii. Vzdéalenost mezi jednotlivymi casticemi
V roztoku se méni s Casem, coz zpusobuje fluktuace v intenzité rozptyleného svétla a tyto
fluktuace odrazi pohyb Castic. V piipadé velkych castic, které se pohybuji pomalu, intenzita
rovnéz fluktuuje pomalu, v piipadé malych ¢astic opacné. To znamena, Ze fluktuace intenzity
nesou informace o pohybujicich se ¢asticich. Zakladnim vystupem této metody je intenzitni
distribuce velikosti ¢astic a ta se da snadno prevést na distribuci objemovou (pocetni) [21].

Vyhodou této metody je, ze nepotiebuje velké mnozstvi vzorku. Horni mez méfitelnosti
velikosti je fadové nékolik jednotek mikrond v zavislosti na hustoté materialu a stiedni
viskozité¢, a dolni mez se pohybuje v oblasti desetin az jednotek nanometrii v zavislosti
na rozdilu indexu lomu mezi ¢asticemi a roztokem [22].

Béhem méteni dochazi k interakci laserového zdrojového zafeni s Casticemi ve vzorku.
Poté co je vzorek osvicen monochromatickym svételnym paprskem, dochdzi z divodu
Brownova pohybu u kulovitych ¢astic k Dopplerové posuvu pii dopadu svétla na tuto castici.
Nésledné pak dochazi ke zméné vinové délky dopadajiciho svétla, coz souvisi s velikosti
gastic. Casové méfitko rozptylenych kolisani intenzity svétla je analyzovano matematickym
procesem zvanym autokorelace. Pomoci autokorela¢ni funkce jsme pak schopni vypocitat
distribuci velikosti Castic a popsat také pohyb ¢astice v médiu méfenim difizniho koeficientu
Castice. Velikost ¢astice mize byt determinovana ze Stokes-Einsteinovy rovnice:

Kg - T

“6.mn-d, ®)

kde Kg je Boltzmannova konstanta, T je teplota, »» dynamicka viskozita rozpoustédla
(disperzniho prosttedi) a d,, je hydrodynamicky polomér (odpovida poloméru koule, ktera
by méla za stejnych podminek stejny diftizni koeficient, jaky je naméfen) [21,22].

2.2.3 Elektroforeticky rozptyl svétla

Na rozdil od analyzy velikosti ¢astic se metoda elektroforetického rozptylu svétla (ELS)
pouziva k charakterizaci povrchového naboje koloidnich ¢astic (mikrometrové a nanometrové
Castice) v kapalném disperznim prostfedi. Vyraznou vlastnosti koloidnich ¢astic je,
ze vporovnani s velkymi casticemi, nebo sypkymi materidly, maji obrovské specifické
povrchové plochy, coZ znamend, ze rozhrani ¢astice a kapaliny miiZze siln¢ ovlivnit fyzikalni
vlastnosti koloidnich disperzi napt. dispergovatelnost a stabilita [22].

Utinkem elektrického napéti, vlozeného na koloidni roztok, putuji nabité koloidni ¢astice,
Vv zavislosti na znaménku naboje, ke kladné nebo zaporné elektrodé. Tento jev nazyvame
elektroforézou. Elektricky naboj na povrchu koloidnich ¢astic vytvaii elektrické pole, jehoz
vlivem dochazi v t&sné blizkosti €astice k uspofddani opacn€ nabitych iontd a vznikd
tak elektrickd dvojvrstva. Vnitini ¢ast dvojvrstvy pfiléha k povrchu koloidni Castice a jeji
naboj je neutralizovany opa¢nym nabojem vn&jsi vrstvy. Nabité ¢astice vnéjsi vrstvy nejsou
vzdy nehybné poutany k opacné nabitym ¢asticim vnitini vrstvy, ale mohou konat bézny
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tepelny (Brownliv) pohyb. Stav vngj§i vrstvy je proto uren rovnovahou mezi
elektrostatickymi silami a timto pohybem. Opacné nabité ionty jsou pfitahovany k vnitini
vrstvé, jejich koncentrace v jeji blizkosti je proto vyssi nez dale od povrchu Ccastice.
Pii pohybu koloidni ¢astice v elektrickém poli se s ni pohybuji pouze ty ionty dvojvrstvy,
které¢ jsou k ni poutany dostatecné¢ velkymi silami. Difuzni ¢ast vnéjsi vrstvy se muze
pohybovat s disperznim prostiedim, tedy k opacné elektrodé nez Castice. Dvojvrstva se tedy
pii pohybu castice rozdéli na cast pevné ulpélou na povrchu castice a Cast zlstavajici
V kapalném prostredi, pficemz ob¢ Casti nesou naboj opacného znaménka. Mezi t€mito ¢astmi
vznika potencidlovy rozdil, ktery se nazyva elektrokinetickym nebo {-potencidlem. Jeho
znaménko je uréeno znaménkem ndboje vnitini vrstvy. S rostouci koncentraci elektrolytu
prechazeji opacné nabité ionty z difuzni Casti elektrické dvojvrstvy blize k wvnitini Casti
elektrické dvojvrstvy — diftizni ¢ast se tak zmensuje, coz vede ke snizeni hodnoty {-potencialu
a tim 1 ke ztrat¢ stability koloidnich ¢astic. Pokud tedy vSechny ¢éstice maji vysoky kladny
nebo zaporny potencial, budou se odpuzovat navzijem a nebudou se shlukovat, coz vede
ke stabilnimu systému. Ptidanim elektrolytu dochazi ke stlaceni elektrické dvojvrstvy
a tim ke snizeni hodnoty {-potencialu. Je-li koncentrace elektrolytu dostate¢nd, je piekrocen
koagula¢ni prah, dojde k destabilizaci koloidnich ¢astic a ty se za¢nou shlukovat [23].

Povrch
Castice

Rovina
skluzu

Zeta
potencial

mV

Negativné nabita ¢astice

Obr. 10 — Schématické znazornéni zeta potencialu [24]

Obecna hranice mezi stabilni a nestabilni suspenzi se zpravidla bere [30 mV/|. Céstice
se (-potencidlem vétsim nez +30 mV, nebo mensim nez —30 mV se povazuji za stabilni.
je (-potencial prakticky bezvyznamny. Zakladem méfeni je cela s elektrodami na kazdém
konci, na které je aplikovany potencial. Céastice se pohybuji smérem k elektrodé s opa¢nym
nabojem, méfi se jejich rychlost, a ta se vyjadfi v jednotkach intenzity pole [25].
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2.2.4 Velikostné vylucovaci chromatograﬁe

vvvvvv

se pouziva termin velikostné vylucovaci chromatografie (SEC). Tuto metodu lze vyuzit
ke stanoveni molekulové hmotnosti, i kdyz neni molekulovd hmotnost méfena piimo.
Je to specialni pfipad sloupcové chromatografie, specidlni ve smyslu, Ze neexistuji interakce
mezi analytem a staciondrni fazi. V diasledku dochazi touto metodou k separaci molekul
studovaného analytu Cisté jen podle velikosti ¢astic v roztoku. SEC se stala nejpopularné;jsi
metodou ke stanoveni molekulové hmotnosti @ v kombinaci s méfenim rozptylu svétla
a viskozimetrickymi detektory ndm muze poskytnout také informace o0 konformaci a vétveni
latek [21].

Pro velikostné vylucovaci separaci analytu se pouziva chromatografickd kolona, ktera
je naplnéna malymi ¢asticemi porézniho materidlu a prostor mezi ¢asticemi a pory je vyplnén
mobilni fazi. Stény pért ovsem musi byt inertni tak, aby se na nich molekuly neadsorbovaly.
Vzorek je nejdiive nastiiknut ve formé zifedéného roztoku ve stejném rozpoustédle, jako
je mobilni faze. Koncentrace eluovanych molekul z kolony je sledovana koncentracnim
detektorem (napt. diferenc¢ni refraktometr). Malé ¢astice pronikaji hloubéji do poért a zdrzi
se v kolon¢ déle, nez velké castice, které projdou kolonou daleko rychleji, protoze se do porii
nedostanou. Velké ¢astice tedy z kolony vychdzi jako prvni a jsou nasledovany dalSimi
¢asticemi v poradi podle klesajici velikosti ¢astic. Tento princip je obecné znam jako stericka
exkluze. Pomoci této metody je tedy mozné separovat molekuly, které se 1isi svou velikosti
a dobfe se rozpoustéji v néjakém rozpoustédle. Vyhodou je, ze separace zavisi pouze
na velikosti molekul a ne na chemické povaze [19,21].

Smeér toku 4\7@ \.7/&)[/ v N
A/
L Y
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.... Molekuly vétsi neZ nejveétsi péry nabobtnalych Eastic gelu

A Molekuly malé natolik, Ze dokaZi vniknout do gelovych ¢astic

.

L]
N
( / Castice gelu

Obr. 11 — Separace molekul pomoci velikostné vylucovaci chromatografie [26]
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Velikostné vylucovaci chromatografii dojde k separaci analytu a takto pfedseparovany
materidl vétSinou nasledné vstupuje do detektoru pro dalsi analyzu. Nejcastéji se pouziva
detekce pomoci UV-VIS (viz kapitola 2.2.1), méteni rozptylu svétla (napt. MALS detektor),
diferenéniho  viskozimetru (dVI), fluorescenéniho detektoru, resp. diferen¢niho
refraktometru (dRI), infracerveného refraktometru (IR), detektor zaloZzenych na NMR atd.
[19,21].

UV-VIS detektor

Tento detektor je nejbéZnéji pouzivany v kapalinové chromatografii a je pouzitelna
pro slouceniny obsahujici dvojnou vazbu, konjugované dvojné vazby, aromaticky kruh,
karbonylovou skupinu nebo nitroskupinu. Detekce je limitovana faktem, ze spousty
dilezitych polymeri v UV oblasti absorbuji jen velmi slabé nebo viibec [21].

Princip UV-VIS spektrometrie je blize popsan v kapitole 2.2.1.
Diferencni refraktometr (ARI1) — koncentracéni detektor

Nejbéznéji pouzivany detektor ve velikostné vyluCovaci chromatografii. Je univerzalni
pro vSechny slouceniny s nenulovym piirdstkem specifického refrakéniho indexu.
Pro slouceniny, které hodné absorbuji v UV oblasti (napf. s aromatickymi kruhy), maze byt
citlivost tohoto detektoru podstatné niz$i nez v piipadé UV-VIS detektoru. Na druhou stranu,
pro spousty neabsorbujicich latek je dRI detektor jedinou moznosti. V porovnani pravé
s UV-VIS detektorem je dRI detektor vysoce citlivy na teplotu a kolisani pratoku.
Aby se eliminoval vliv teploty, je cela vélenéna do masivniho termostabilniho bloku z kovu.
Vétsina dRI detektori nemé ochlazovaci schopnost, takze operacni teplota musi byt pfiblizné
0 10 °C vyssi, nez je teplota v mistnosti. Eluat prochazi relativné dlouhou ocelovou tubou,
aby se vyrovnala teplota s pritokovou celou, nez do ni eluat dorazi. Detektory jsou velice
citlivé na jakoukoli zménu sloZeni eluatu a zabere celé hodiny proplachnout kolonu
a stabilizovat signal [21].

Diferencéni viskozimetr (dV1)

Diferen¢ni viskozimetr je pouzivan vyhradné v kombinaci s velikostné vylucovaci
chromatografii. Je Casto uvadeén jako detektor molarni hmotnosti, ackoliv primarni métena
velicina je specificka viskozita, ne molarni hmotnost. Pomoci koncentrace, kterd byla ziskdna
koncentracnim detektorem, je nasledné specifickd viskozita pfepocitdina na skute¢nou
(vnitini) viskozitu a S ni je uz mozné vyc¢ist molarni hmotnost z kalibracni zavislosti. Stejné
jako u SEC je tato metoda citliva na vykyvy teplot, vykyvy v toku, u¢innost kolony, atd.
Online viskozimetr méfi tlakové ztraty mezi roztokem polymeru a Cistym eluatem. Podle
Poiseuilleova zakona pro laminarni tok, mize byt méfeni viskozity nahrazeno méfenim
tlakového rozdilu:
. AP-m-R*

e ©

kde V je objemovy tok, AP je tlakovy rozdil v kolon€, R je polomér kolony, 77 je viskozita
a L je délka kolony.
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Skute¢na (vnitini) viskozita je jednou ze zékladnich vlastnosti polymernich materidlt. Jeji
prakticka aplikace spo€ivd ve spojeni s moldrni hmotnosti, hlavné pro charakterizaci
makromolekuldrni velikosti a vétveni polymeru. To znamend, Ze nejucinnéjsi aplikace
viskozimetrického detektoru je ve spojeni s detektorem pro méfeni svételného rozptylu, ktery
méfi molarni hmotnost pfimo bez potieby kalibrace [21].

Detektor pro méieni rozptylu svétla

V zasadé¢ je mozné tento detektor pouzit v kombinaci i s jinymi typy kapalinové
chromatografie, ale téméf vyhradné je detektor pouzivan v kombinaci s velikostn€ vylucovaci
chromatografii. Detektor rozptylu svétla poskytuje intormace, které nam klasicka SEC
nemtiize poskytnout, a protoze neni potieba kalibrace kolony, jsou tyto detektory nejlepsi
pro velikostné vylu€ovaci chromatografii. Existuji tfi typy téchto detektorti, které se lisi
ve zpusobu stanoveni molarni hmotnosti:

LALS (Low-Angle Light Scattering) detektor vyuziva uhel dostate¢né nizky na to,
aby se dalo ptfedpokladat, ze je funkce rozptylu ¢astic rovna jedné, ale pro velké molekuly
muze znacn¢ klesnout pod jednic¢ku i pfi malych thlech.

RALS (Right-Angle Light Scattering) detektor, ktery také muze byt pouzit pro malé
molekuly, kdy je funkce rozptylu svétla rovna jedné, nebo také jako soucast systému ,,trojité
detekce”, ktery se nékdy oznacuje jako SEC® a jde o sestavu tfi detektori — RALS,
dVIadRl [21].

MALS (Multi-Angle Light Scattering) detektor umoziiuje extrapolaci intenzity rozptylu
svétla méfené¢ho v riznych uhlech az do nulového uhlu, ve kterém je funkce rozptylu ¢astic
jednotkova.

Po dopadu laserového paprsku na makromolekuly v nich oscilujici elektrické pole svétla
vyvola oscilujici dip6l, ktery znovu vyzaii svétlo. Intenzita vyzafovaného svétla zavisi
na velikosti tohoto dip6lu. Cim je makromolekula polarizovatelngjsi, tim je vétsi i intenzita
rozptyleného svétla. TakZe je nutné nejdiive znat polarizovatelnost pozorovanych
makromolekul, aby na nich bylo mozné charakterizovat rozptyl. Intenzita rozptylené¢ho svétla
je pfimo imérna koncentraci makromolekul v roztoku [27].

Obr. 12 — Rozptyl svétla snimany detektory v riiznych wihlech — zde uvedeno usporadani pro MALS
detektor [28]
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Nejdiive dojde k separaci molekul pomoci SEC a separované molekuly nasledné vstupuji
do MALS detektoru, kde jsou ozaieny svételnym paprskem. Soucasti systému MALS je hned
nékolik detektorti statického rozptylu svétla, které snimaji intenzitu rozptyleného svétla
v riznych thlech. Obecné se piedpoklada, ze ¢im vyssi je pocet detektord, tim je vyssi
piesnost experimentu. Pravé na systém SEC-MALS byvaji ¢asto napojeny i jiné detektory,
napiiklad viskozimetr, ktery méfi zmény tlaku, a také poskytuje informace o molekulové
hmotnosti. Jednou z vyhod techniky SEC-MALS je fakt, ze poskytuje absolutni méfeni,
protoze nevyzaduje srovnani s molarnimi hmotnostmi standardu ani kalibraci [28].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Znalost struktury huminovych kyselin je velmi dilezita, abychom Iépe rozuméli tomu,
jak tyto organické systémy interaguji s pfirodnimi ekosystémy. Na téma struktury
huminovych kyselin bylo v minulosti provedeno mnoho vyzkumit a byla publikovana cela
zalozené na studiu chovani HL Vv roztocich, navrhovaly, Ze tyto latky jsou tvoieny
z komplexnich smési riznych makromolekul, jejichz fyzikalné-chemické vlastnosti jsou
kvalitativné podobné. Neddvné studie, zalozené na vysokotlaké velikostné vylucovaci
chromatografii, indikuji, Ze HK jsou tvofeny supramolekularnimi strukturami, které vznikaji
z relativné malych molekul propojenych slabymi nevazebnymi interakcemi [29].

V kapitole 2.1.3 bylo feceno, ze autofi Stevenson, Swift, Flaig, Schulten a dalsi se snazili
objasnit strukturu HK. V podstat¢ vSechny jejich zavéry vedly ke vzniku polymerniho
pochopeni struktury huminovych kyselin, jelikoz i ptes vSechny pouzité metody (elementarni
analyza, gelova permeace, ultrafiltrace aj.) dostali molekulové hmotnosti v rozsahu
od nékolika tisic daltont az do stovek tisic, ¢i milionu daltond. Musime vSak vzit v uvahu
technické omezeni, které v dob¢ jejich vyzkumt panovalo oproti dnesni dobé. V poslednich
letech s rozvojem sofistikovanéjsich analytickych metod jako jsou velikostné vylucovaci
chromatografie, dynamicky rozptyl svétla, nuklearni magnetickd rezonance aj. jsou vSak
métfeni daleko presnéj$i. Diky témto metodam nastavd odklon od polymerniho modelu
struktury HK ve prospéch novéjsich supramolekularnich teorii.

Autofi Gonzales-Gaitano a Garcia-Mina zkoumali strukturu HL pomoci dynamického
rozptylu svétla. V praci byly studovany vzorky HK jednak v alkalickém prostiedi (roztok
NaOH) a rovnéz také v kyselém pH (pH bylo snizeno pomoci kyseliny chlorovodikové,
Stavelové resp. citronové. Pii frakcionaci pouzili 0,1 um a 0,2 um filtry. Ve zkoumanych
systétmech nalezli vyznamnou molekularni agregaci, kterd byla zpisobena okyselenim
kyselinou chlorovodikovou, coz je pravdépodobné nasledek vytvotreni vodikovych mustki
a hydrofobnich interakci. Kdyz ale pouzili k okyseleni $tavelovou a citronovou kyselinu,
tak tyto agregace nenalezli, coz muze byt dusledek molekularni solvatace HK molekulami
téchto organickych kyselin, které ptedchazi vytvotreni vodikovych mustki a hydrofobnich
interakci. Autofi prace dale kyselé vzorky opétovné realkalizovali. Ziskané distribuce
velikosti c¢astic byly obdobné s daty naméfenymi pro plvodni vzorky v NaOH, doslo
jen ke zmizeni malé frakce vétSich molekul. [29]

Simpson a jeho kolegové pouzili ke studiu struktury rtizné techniky nukledrni magnetické
rezonance. Bylo zajimavé, ze dva vzorky huminovych latek ziskané z riznych pud, mély
podobné strukturni jednotky. Vysledky prokazaly ptitomnost molekul s molekulovou
hmotnosti od 500 Da do 2 000 Da, které spolu mohou agregovat do objemnéjsi strukturni
jednotky. Kromé toho byly odhaleny interakce ve strukturnich meziprostorech molekul,
ale pouze mezi molekulami stejného typu (cukry s cukry, aminokyseliny s aminokyselinami,
atd.) a ne mezi strukturami v riznych kategoriich, jak by se ocekavalo u zesiténych
makromolekul. [30]
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V literatute [31] uvadi autofi, ze pifi pouziti mékkych ionizacnich technik, jako naptiklad
elektrosprejova ionizace (ESI-MS) a ionizace laserovou desorpci (LDI-MS), ve hmotnostni
spektrometrii bylo dosazeno primérnych molekulovych hmotnosti 1 000—2 000 Da (ESI-MS)
a 500-1 000 Da (LDI-MS). Tyto analytické techniky hmotnostni spektrometrie podporuji,
stejné jako ostatni, koncept huminovych kyselin tvofenych rizné¢ malymi molekulami
s nizkou molekulovou hmotnosti, které mohou dale interagovat do supramolekuldrnich
struktur zapojenim slabych nevazebnych interakci.

Baigorri a kol. vyuzili SEC a DLS. Vysledkem jejich experimentu byly tii frakce riznych
molekulovych hmotnosti. Po okyseleni roztoki kyselinou octovou a chlorovodikovou
ale doslo k velkému nartustu nejmensi frakce, ktera ¢itala molekuly mensi nez 5 000 Da. [32]

Schaumann navrhl supramolekularni strukturu v podstaté¢ jako micelarni strukturu,
kdy nepolarni ¢asti jsou orientovany dovnitt a polarni funkéni skupiny jsou orientovany ven.
Pravé hydrofobni ¢ast zvyraziiuje prostorovou heterogenitu struktury a na rizné ¢asti
huminovych kyselin se tak mohou vazat rizné latky, jako voda, kovy aj. [33]

Piccolovy prace se daji povazovat za shrnuti vysledkii v§ech uvedenych autorti, sam pouzil
k vyzkumu velikostné vylucovaci chromatografii i dynamicky rozptyl svétla. Vysledky jeho
experimentu, stejné jako vysledky ostatnich, ukazuji, ze HK nelze chapat jako polymery,
ale spiSe mohou byt interpretovany jako volné vazané huminové supramolekularni asociaty.
V tomto konceptu si Ize huminové kyseliny piedstavit jako relativné malé molekuly rizného
pivodu, které se samovolné organizuji do supramolekularnich struktur. Tyto huminové
suprastruktury nejsou propojeny kovalentnimi vazbami, ale jsou stabilizovany slabymi
nevazebnymi interakcemi, jako jsou hydrofobni interakce, van der Waalsovy sily, n-n vazby
a CH- & vazby. Dale se také pfi nizkych hodnotach pH uplatiuji vodikové mastky. Hydrofilni
a hydrofobni domény k sob¢ mohou pfiléhat a ve vod¢ vytvari velké molekularni asociace.
Intermolekuldrni sily ur€uji konformacéni strukturu a sloZitost nekovalentnich interakci
kontroluje jejich reaktivitu v Zivotnim prostfedi. Pro posouzeni konceptu supramolekularnich
asociaci musi byt klasicka definice jak HK, tak FK pfehodnocena. Fulvinové kyseliny mohou
byt povazovany za sdruzeni malych hydrofilnich molekul, které obsahuji dostatecné mnozstvi
kyselych funkénich skupin, aby se zachovaly fulvinové shluky dispergované v roztoku
pii jakékoli hodnoté pH. Huminové kyseliny budou tedy pievazné hydrofobni slouceniny
(polymethylenové fetézce, mastné kyseliny, steroidni slouceniny), které¢ jsou stabilizovany
pfi neutralnim pH hydrofobnimi disperznimi silami (van der Waalsovy sily, n-n vazby, CH-«
vazby). Jejich supramolekularni struktury progresivné rostou do vétsich velikosti tim vic,
¢im vic se dale formuji intermolekularni vodikové vazby pfti nizsich hodnotach pH, dokud
nedojde ke koagulaci. [34]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

e Huminové kyseliny, ruzné zdroje, blizsi popis v Tab. 4 — Popis pouzitych huminovych
kyselin.

e Hydroxid sodny, p.a., Pentas.r.o.

e Dihydrogenfosforecnan sodny, p.a., Penta s.r.o.

e DusicCnan stiibry

e Kiyselina fluorovodikova 38-40% p.a., Lach-Ner s.r.o.

e Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Penta s.r.o.

e Pyrofosfat sodny, >99% p.a., Sigma-Aldrich

e Destilovana voda

4.2  Pouzité pristroje

e Hitachi U3900H (Hitachi High Technologies America, Inc)

e Centrifura (Hettich Rotina 46R)

e Ttepacka (Heidolph Vibramax 100)

e pH metr (Mettler Toledo)

e Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)

e CHNS/O elementarni analyzator (Euro EA3000, EuroVector)

e Termicky analyzator (TGA Q5000, TA Instrument)

e Velikostné-vylu¢ovaci chromatografie (SEC-MALS-dVI-dRI systém, kombinace od
vyrobcl Agilent Technologies a Wyatt Technology)

4.3  Priprava huminovych kyselin
4.3.1 Extrakce huminovych kyselin

Jednotlivé zdrojové matrice pouzité k izolaci HK jsou sumarizovany v Tab. 4.

Tab. 4 — Popis pouzitych huminovych kyselin.

Huminova kyselina Popis huminové kyseliny
Huminovy standard (¢. 1S104H) zakoupeny od Mezinarodni huminové
IHSS spole¢nosti (IHSS). Zdrojem tohoto standardu je oxidovany lignit, tzv.
leonardit.
KHK Komeré&ni produkt typu Cerny drak od Centralni kompostarny v Brng.
LHHK Komer¢ni vzorek lignohumatu od firmy Amagro s.r.o.
LHK_HAl . e . et T
LHK_HAZ Jihomoravské lignity z dolu Mir v lokalité MikulCice.
RHK Komeréni vzorek raseliny od firmy Agro-Profi s.r.o.
SHK_HA1 Pudni vzorek Luvické cernozemé z lokality Praha-Ruzyné.
SHK_HA?2 ) )
Pudni vzorky (Kambizem) z lokality Ratiskovice (okres Hodonin). Vzorky s
SHK_HA3 L : . A . .
SHK_H Al oznacenim HA2 a HA4 jsou kontrolni vzorky ¢istych ptd, zbylé dva vzorky
= jsou pak pudy, které byly oSetieny aplikaci hydrosorbentu.
SHK_HA5
SHK_HAG6 Kambizem, lokalita Bfezova nad Svitavou.
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VSechny huminové kyseliny byly pfipraveny alkalickou extrakci z namletého
a homogenizovaného vzorku zdrojové organické hmoty (lignit, pida, kompost, raselina,
lignohumat). Nejdiive bylo navazeno 30 g organické hmoty a ten pak byl smichan s 1 dm?
0,1 mol-dm™ roztoku kyseliny chlorovodikové. Suspenze byla ponechdna hodinu na tfepacce
kvali dekalcinaci. Lignit byl dale promyvan dostatecnym mnozstvim destilované vody,
odstied’ovan (20 minut, 4000 RPM, 15 °C) a dekantovan az do odstranéni chloridovych iontl
(zkouska pomoci dusi¢nanu stiibrného). Takto piedupraveny vzorek byl pteveden do plastové
nadoby s extrakénim ¢inidlem (celkem 2 dm® 0,1 mol-dm™3 NaOH a 0,1 mol-dm~ NasP,0)
a ponechén pfes noc na tfepacce. Ziskana suspenze byla odstfedéna pii stejnych parametrech
nastaveni centrifugy. Pevny podil byl opét podroben extrakci stejnym zpiisobem. Kapalny
podil (roztok huminovych a fulvinovych kyselin) byl piefiltrovan pres filtracni papir filtraci
za snizeného tlaku a okyselen koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na hodnotu
pH mensi nez 1. Po dvou hodinidch doSlo k vysrdzeni huminovych kyselin, které byly
oddé¢leny centrifugaci (parametry centrifugy jako v pfedchozim piipad€¢) a pievedeny
do plastové nadoby s 1 dm?® 0,5 obj. % roztoku kyseliny chlorovodikové a fluorovodikové.
Nadoba byla ponechdna 2 dny na tiepacce. Suspenze byla poté odstfedéna a pevny podil byl
pfeveden do dialyzacnich membran a dialyzovan proti destilované vod¢ po dobu 3 tydnl
az do vymyti chloridovych ionti (zkouska pomoci dusi¢nanu stfibrného). Po dialyze byl
vzorek HK lyofilizovan.

4.3.2 Priprava roztoki HK

V ramci bakalaiské prace bylo studovano chovani vSech pouzitych vzorki huminovych
kyselin vzdy ve tfech prostfedich — 0,1 mol-dm~2 NaOH, 0,1 mol-dm™ fosfatovy pufr PBS
ve které¢ jsou HK rozpustné. Snahou tedy bylo, aby bylo mozné néslednou charakterizaci
pouzitym souborem méficich metod poskytnout, co nejkomplexné€j$i popis strukturnich zmén
a chovani HK ve vodnych roztocich.

Pro samotnou pfipravu jednotlivych vzorki byla vzdy pevnd navaZzka HK rozpusSténa
v malé vialce v 5 ml pfisluSného prostiedi tak, aby finalni koncentrace HK ve vzorku byla
0,6 g-dm3. V piipadé pouziti rozpoustédel NaOH a PBS (pH 7) byly navazky HK rozpustény
piimo, ale v ptipadé PBS (pH 3,5) byly navazky nejdfive rozpustény ve 4 cm® PBS (pH=7).
Nasledné byl vzorek titrovan 1 mol-dm™ kyselinou chlorovodikovou na pH 3,5 a doplnén
destilovanou vodou na objem 5 cm®. Vsechny roztoky byly ponechany pies noc (minimalné
12 hodin) na michacce.

Takto pripravené vzorky HK byly podrobeny nasledné charakterizaci pomoci UV-VIS
spektrometrie, DLS, ELS a SEC-MALS.

4.4  Nastaveni pristroji
4.4.1 Elementarni a termogravimetricka analyza

Elementarni slozeni vSech studovanych huminovych kyselin bylo zjisténo pomoci CHNS/O
elementarniho analyzatoru Euro EA3000.

31



Huminové kyseliny pouzité v této praci byly také termogravimetricky analyzovany
na TGA Q5000 v kyslikové atmosféfe (25-1 000 °C). Ze ziskanych dat byl uréen obsah
nespalitelného podilu (popela) a celkova vlhkost.

4.4.2 UV-VIS spektrometrie

Nejprve byla na pfistroji Hitachi U3900H provedena korekce na baselinu pomoci prostiedi,
ve kterém byly huminové kyseliny rozpuStény. Méfeni bylo provadéno v kiemennych
kyvetach od 850 nm do 200 nm. Z naméfenych spekter byly odecteny absorbance pii 465 nm
a 665 nm, ze kterych byl vypocitan pomér E4/E¢ (tzv. absorpéni koeficient).

4.4.3 Dynamicky rozptyl svétla

Distribuce velikosti ¢astic byla naméfena pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS V plastovych
kyvetach. Jednotlivd méfeni byla vzdy tiikrat zopakovana. Kazdé opakovani pak piedstavuje
pramérnou distribuci velikosti Castic ziskanou z 15 méfeni. Vysledky uvedené dale
Vv bakalarské praci predstavuji vzdy prumérné distribuce velikosti ¢astic z téchto tii dil¢ich
méfenti.

4.4.4 Elektroforeticky rozptyl svétla

Pomoci elektroforetického rozptylu svétla byla zkouména stabilita vzorki huminovych
kyselin na pfistroji Zetasizer Nano ZS. Pro ziskani zeta potencidlu a konduktivity byly
pouzity vzorky pfipravené pro méteni dynamického rozptylu svétla. Hodnoty uvedené dale
jsou vzdy prumérné hodnoty ziskané z péti opakovani méfeni zeta potencialu respektive
konduktivity.

445 Velikostné vylucovaci chromatografie

Pro stanoveni molekulovych hmotnosti jednotlivych vzorktt HK byla vyuzita metoda SEC.
Méieno bylo na chromatografu s UV-VIS, dVI, dRI a MALS detektory. Chromatograficka
¢ast (od firmy Agilent Technologies) se sklada z izokratické pumpy, degaseru, autosampleru,
kolony (BioSep-SEC-s2000 600%x7,8 mm s piedkolonou BioSepGUARD SEC-s2000
35x7,8 mm) a detektoru UV-VIS. Dalsi detektory (od firmy Wyatt Technology) jsou DAWN
HELEOS 11 (viceuhlovy rozptyl svétla — MALS), VISCOSTAR II (diferen¢ni viskozimetr —
dVI) a OPTILAB T-REX (diferen¢ni refraktometr — dRI).

Mobilni fazi byl 0,1 mol-dm™3 fosfatovy pufr s ptidavkem azidu sodného (10 mmol-dm™3).
Priitok byl nastaven na 0,6 cm®min! a objem nastfiku kazdého vzorku do systému

na 100 mm?3. Vsechny vzorky byly pfed méfenim vzdy piefiltrovany pies stfikackovy filtr
(0,45 pm).

Signaly zjednotlivych detektori byly zaznamenany pomoci programu Astra (Agilent
Technologie, verze softwaru 6.1). Molekulova hmotnost byla stanovena vypoctem ze signalu
z UV-VIS detektoru metodou kalibracni kiivky pomoci programu Origin (Origin Lab, verze
softwaru 7.5853). Kalibra¢ni kiivka byla ziskana métenim vzorkl polystyrenovych standarda
(stfedni molekulové hmotnosti pouzitych standarda MW = 1530, 16000, 34700, 57500, 70000
a 505100 Da).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakterizace HK a UV-VIS spektrometrie

HK vyuzité v bakalaiské praci byly podrobeny zakladni charakterizaci. Vysledky elementarni
analyzy urCuji zastoupeni zékladnich prvka C, H, N, S, O a termické analyzy urcujici obsah
popela a celkovou vlhkost. Z naméfenych UV-VIS spekter roztokit v PBS (pH 7) byly
odec¢teny hodnoty absorbance pti 465 nm (E4) a pii 665 nm (Es), ze kterych byly vypoéteny
humifika¢ni indexy (pomé&r E4/Es). Veskeré vysledky jsou uvedeny v Tab. 5 — Obsah popela,
vlhkost a elementarni slozeni pouzitych HK.

Tab. 5 — Obsah popela, vihkost a elementdrni slozeni pouzitych HK (vztazeno na suchy vzorek bez

popela)
NaOH
Hkl; I;:ﬁ(r)];a Elementarni analyza (at. %) Popel VIhkost EJEs
C H N S o | (m%) | (hm.%)
IHSS 48,10 33,20 0,80 0,20 | 17,70 2,42 8,17 4,90
KHK 37,70 43,20 3,60 - 15,50 1,41 6,04 6,71
LHHK 38,90 43,10 3,60 0,80 | 13,60 | 33,38 6,38 5,85
LHK_HA1 42,00 38,50 0,80 0,30 | 18,50 1,83 6,35 7,46
LHK_HA2 43,90 40,20 0,70 0,20 | 15,00 1,98 541 5,45
RHK 36,70 46,80 1,00 - 15,50 0,16 6,50 5,79
SHK_HA1 40,10 39,00 2,70 0,20 | 13,30 1,92 591 6,96
SHK_HA2 35,50 51,20 2,30 - 11,10 3,40 5,28 4,23
SHK_HA3 35,60 49,00 1,80 - 13,60 2,61 6,26 4,27
SHK_HA4 42,40 42,90 0,80 - 13,90 1,09 6,72 6,35
SHK_HA5 42,00 41,30 0,70 - 15,90 1,24 6,31 7,77
SHK_HAG 35,30 47,30 2,70 - 14,70 7,35 4,56 5,26

Pouzit¢ huminové kyseliny vykazuji bézné zastoupeni zdkladnich prvki. V porovnani
se od ostatnich HK nejvice 1i8i LHHK, coz souvisi s tim, ze to neni klasickd huminova
kyselina, ale lignohumat, coz je komeréné vyrabény synteticky produkt. Z hlediska
popela — tedy nespalitelného zbytku (anorganické piimési, soli), ktery ztstava po termické
analyze — je jasné, ze LHHK vykazoval nejvyssi znecisténi, jelikoZ je to komeréni vzorek,
ktery se pouziva bez dalSich ptediprav. Ostatni HK se bézné ziskdvaji alkalickou extrakei,
takZe také obsahuji okolo 30 hm. % popelovin, ale v ramci BP byly déle vzorky ptecistovany,
proto je obsah popelovin vyrazné niZsi.

Pomér E4/E¢ je parametr slouzici k charakterizaci HK, nezavisle na zdrojové matrici. Neni
zavisly na koncentraci, ale je zavisly na hodnoté pH, kdy je maximum dosaZeno vétSinou
V neutralni oblasti, proto jsou uvedené poméry vypocitané z roztokit HK v PBS pfii pH 7.
U vsSech vzorki HK byly hodnoty humifikacniho indexu vétsi nez 4, coz je ukazatel nizké
kondenzace aromatického jadra HK a tato hodnota je charakteristicka pro hnédé huminové
kyseliny sniz§i molekulovou hmotnosti. Vysoka hodnota humifikaéniho indexu (6, 7)
ukazuje na podobnost s fulvinovymi kyselinami a na nizky stupen humifikace a aromaticity,
coZ znamena vyssi obsah alifatickych ¢asti. Naopak nizka hodnota indexu (okolo 2) indikuje
cerné az hnédé HK svyssi aromaticitou a kondenzaci aromatickych jader [10].
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Obr. 14 — A) UV-VIS spektra IHSS v 0,1 mol-dm 2 NaOH a 0,1 mol-dm 2 PBS (pH 7 a 3,5)
B) UV-VIS spektra HK ziskanych z riznych zdrojovych matric v 0,1 mol-dm ™2 PBS (pH 7)
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Obr. 13 — A) UV-VIS spektra piidnich HK v 0,1 mol-dm > PBS (pH 7)
B) UV-VIS spektra lignitickych HK v 0,1 mol-dm ™2 PBS (pH 7)

Z Obr. 14 — A) UV-VIS spektra THSS v 0,1 mol-dm NaOH a 0,1 mol-dm™3 PBS (pH 7 a
3,5) vlevo (graf A) je ziejmé, ze HK v ruznych prostiedich maji obdobna absorpéni spektra.
Podobné vysledky byly ziskany i pro ostatni vzorky HK pouZité v této BP.

Na Obr. 14 vpravo (graf B) a na Obr. 13 (graf A a B) Ize pozorovat, ze naméfena spektra
maji typicky pribéh pro huminové kyseliny, kdy nad 800 nm dosahuji prakticky nulové
absorbance a s klesajici vinovou délkou dochazi k vyraznému ristu absorbance. Absorp¢ni
maximum huminovych kyselin se pohybuje okolo 210 nm, ale v ramci BP bylo méteno pouze
v rozsahu od 250 nm do 850 nm, tudiZ toto maximum nebylo detekovano.
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Vsechny vzorky HK mély podobna absorp¢ni spektra, dokonce i ve vSech prostiedich,
coz znaci, ze navzdory tomu, ze byly pouzity rizné zdrojové matrice, tak zakladni struktura
HK je podobna, tedy ze tyto latky absorbuji podobné. Jediny rozdil je ziejmy v piipadé
vzorku LHHK, protoze jak jiz bylo zminéno vySe, lignohumat je komercni synteticky
piipraveny produkt a tyto vysledky naznacuji mirné odliSnou strukturu tohoto materialu,
odrazejici se v jiném absorpénim spektru.

5.2  Dynamicky rozptyl svétla

U vsech studovanych vzorkit huminovych kyselin byly proméieny distribuce velikosti ¢astic.
Byly vyuzity techniky rozptylu svétla, zejména tedy dynamicky rozptyl svétla. Vystupem
téchto méfeni je intenzitni a objemova distribuce velikosti ¢astic. V této bakalatské praci jsou
pro dalsi diskuzi a porovnani jednotlivych vzorkit HK vyuzity intenzitni distribuce.
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Obr. 15 — Intenzitni distribuce velikosti castic \HSS v 0,1 mol-dm ™ NaOH a 0,1 mol-dm 3 PBS
(pH 7 a3,5)

Na Obr. 15 — Intenzitni distribuce velikosti ¢astic IHSS v 0,1 mol-dm2 NaOH a 0,1
mol-dm™ PBS
(pH 7 a 3,5) jsou uvedeny intenzitni distribuce pro studovanou huminovou kyselinu IHSS ve
vSech tfech prostiedich vyuZivanych v této praci ke studiu. Kdyz se zaméfime na oblast
malych molekul (20-60 nm), je patrné, ze je nejvySsi intenzita v kyselém prostredi,
coz souvisi stim, ze po piidavku HCI doSlo k odStépeni malych ¢asti z plvodni
supramolekuly. Tato oblast 1ze pfisoudit neagregovanym a neasociovanym molekulam HK.
Nicmén¢, tato intenzita neni nijak vysoka, coz je ukazatelem bud’ stile vysokého pH
studovaného roztoku, nebo neni kyselina chlorovodikovd nejvhodnéj$i pro rozstépeni
molekuly. NejspiSe by bylo lepsi pouzit organickou kyselinu, naptiklad kyselinu octovou,
nebo citronovou. Ve stfedové oblasti (100-1000 nm) je intenzita castic nejvy$si. Podle
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supramolekularni teorie tvoii HK ve vodnych prostfedich rizné asociéty, které jsou spojené
slabymi nevazebnymi interakcemi, coz by Slo ptirovnat pravé k této stiedové oblasti. Posledni
oblasti jsou molekuly vétsi nez 1000 nm. V této oblasti jsou patrné zastoupeny prave agregaty
HK, kter¢ zlistaly nerozpustény a jsou tvoteny bud’ samotnymi huminovymi kyselinami, nebo
HK adsorbovanym na anorganické materidly, které nebyly v izolacnim a purifikacnim
procesu odstranény, zejména se jedna o kemicitany a hlinito-kfemicitany.
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Obr. 16 — Srovndni intenzitni a objemové distribuce IHSS v 0,1 mol-dm > NaOH

Na Obr. 16 — Srovnani intenzitni a objemové distribuce THSS v 0,1 mol-dm3 NaOH
je uvedeno srovnani intenzitni a  objemové distribuce IHSS v prostiedi
0,1 mol-dm™ NaOH. Intenzitni distribuce #ik4, jak intenzivné jsou jednotlivé velké molekuly
zastoupeny Vv roztoku, kdezto objemova distribuce (pouze matematicky prepocet) ukazuje,
jaky objem rizné velké molekuly zabiraji. Nejpatrnéjsi je tento rozdil v oblasti velkych
molekul. Intenzitni distribuce ukazuje, Ze oproti oblasti riznych asociata (100-1000 nm)
je relativné nizké zastoupeni velkych agregati HK (oblast nad 1000 nm). Objemova
distribuce zase fika, Ze i kdyz je intenzitni zastoupeni velkych agregatd HK relativné malé,
tak pravé tyto agregaty zabiraji nejvetsi ¢ast objemu studovaného roztoku. Presto, co do poctu
musi byt téchto velkych agregovanych molekul ve vzorku stopové mnoZstvi, v opacném
pfipadé¢ by se totiZ vyraznéji projevily v intenzitni distribuci.
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Obr. 17 — Intenzitni distribuce velikosti ¢dstic piidnich vzorkis HK v 0,1 mol-dm ™2 PBS (pH 7)
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Obr. 18 — Intenzitni distribuce velikosti ¢astic lignitickych vzorkit HK v 0,1 mol-dm ™2 PBS (pH 7)

V lignitickych HK lze vidét, Ze pik odpovidajici malym molekulam do 100 nm je prakticky
o nulové intenzit€, coz znaci, Ze jsou hodn¢ asociované, resp. agregované oproti ptidnim HK,
kde l1ze nalézt vétsi intenzitu ptipadajici na molekuly do 100 nm, coz naznacuje, ze v pudnich
HK jsou vice zastoupeny volné neasociované molekuly HK. Pfi srovnani s intenzitnimi
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distribucemi na Obr. 19 Ize usuzovat, ze vzorky RHK a KHK jsou svymi distribucemi blizsi
pudnim HK nez lignitickym, tudiz je v nich jisté vétsi podil malych neasociovanych molekul.

V prostiedi neutralniho pufru PBS, jak je mozné vidét na Obr. 17 — Intenzitni distribuce
velikosti ¢astic padnich vzorkh HK v 0,1 mol-dm™3 PBS (pH 7), Obr. 18 — Intenzitni
distribuce velikosti &astic lignitickych vzorkt HK v 0,1 mol-dm™ PBS (pH 7) a Obr. 19 —
Intenzitni distribuce velikosti ¢astic ostatnich vzorki HK v 0,1 mol-dm™ PBS (pH 7), lze
pozorovat velmi podobné intenzitni distribuce jako v ptipadé zasaditého prostiedi NaOH.
Nicméné, napiiklad u vzorku SHK HAG6 je zietelné¢ vysSi intenzita supramolekularnich
asociatli v porovnani s ostatnimi huminovymi kyselinami a v grafu neni pozorovatelna oblast
velkych agregati HK.
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Obr. 19 — Intenzitni distribuce velikosti ¢dstic ostatnich vzorkit HK v 0,1 mol-dm ™2 PBS (pH 7)

V zasaditém prostfedi NaOH byly vSechny intenzitni distribuce velikosti €astic velmi
podobné a podporovaly supramolekularni teorit HK. Z grafii intenzitnich distribuci $ly vzdy
vypozorovat vSechny tfi vySe zmiflované oblasti. Oblast malych, samostatnych
a neagregovanych molekul, kterd byla s nejvyssi intenzitou nejvice zietelna u vzorku LHHK,
protoze lignohumat ma obecné malé molekuly. Déle néasledovala oblast supramolekularnich
asociatd, ktera byla u vSech vzorkd zastoupena prakticky stejnymi intenzitami, a oblast
velkych agregati HK. V Kyselém prostiedi PBS okyseleném kyselinou chlorovodikovou jsou
jiz vice zastoupeny oblasti samostatnych, neagregovanych molekul, jak se molekula HCI
dostala hloubé&ji do struktury huminové kyseliny a tuto strukturu narusila. Intenzita vSak stale
neni nijak vysokd, pii pouZziti organickych kyselin (napf. kyseliny octové) by se intenzita
neasociovanych molekul nejspiSe zvysila, protoze molekula takovéto organické kyseliny
by se Iépe inkorporovala do struktury supramolekul huminovych kyselin a vice
by ji narusila [34]. Nejzajimavéjsi vysledky byly pozorovany u vzorku LHHK, kde v kyselém
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prostiedi intenzita neasociovanych samostatnych molekul vzrostla a naopak intenzita
supramolekularnich asociatti klesla. Ve vysledku byly intenzity obou piki na prakticky
stejnych hodnotéch.

8
SHK_HA1 v NaOH

SHK_HAL v PBS (pH 7)

[ep]

SHK_HAL v PBS (pH 3,5)
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Obr. 20 — Intenzitni distribuce velikosti castic SHK _HAI v 0,1 mol -dm 3 NaOH a 0,1 mol-dm ™ PBS
(pH7a3,5)

Podobné vysledky jako u vzorku LHHK lze pozorovat u vzorku SHK HA1 na Obr. 20 —
Intenzitni distribuce velikosti ¢astic SHK HAT v 0,1 mol-dm™ NaOH a 0,1 mol-dm™2 PBS
(pH 7 a 3,5), kde je viditelny maly posun intenzit k mensim molekulam pii zméné prostiedi
ze zésaditého na neutralni. V kyselém prostiedi je uz zfeteln&ji viditelnd oblast malych
a neasociovanych molekul v diisledku pouziti kyseliny chlorovodikové, ktera z ¢asti dokazala
narusit supramolekularni strukturu HK. Molekula ptidané kyseliny dokaze narusit strukturu
HK a rozru$it ji na menSi fragmenty molekuly, nicméné HK jsou v kyselém prostiedi
nerozpustné, tudiz by spiSe mélo dochazet k nartstu velikosti ¢astic v disledku agregace,
k ¢emuz by patrn¢ doslo pti dal$im snizeni hodnoty pH vzorku.

5.3  Elektroforeticky rozptyl svétla

Hodnota zeta potencialu udava, jak jsou roztoky HK stabilni vii¢i vzajemné agregaci castic.
Pokud je hodnota zeta potencidlu vys$$i nez [30 mV|, castice maji dostateCny naboj,
aby se odpuzovaly, tudiz jsou vu¢i agregaci stabilni. Zeta potencidl také souvisi
s konduktivitou, méni se s ni nepiimo umeérné, tudiz pokud dojde ke snizeni konduktivity,
dojde 1 ke zvySeni hodnoty zeta potencialu, coz potvrzuji i naméfené¢ vysledky uvedené
v Tab. 6. Spfidavkem nizkomolekularniho elektrolytu dochazi podle teorie elektrické
dvojvrstvy Kk rastu konduktivitu, odstinuje se naboj na koloidu a tim padem dochazi k poklesu
absolutni hodnoty zeta potencialu k nule. V pfipad¢ provedenych ELS méfeni studovanych
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vzorkli HK se ovSem spiSe nez vliv iontové sily na stabilitu vzorki HK projevil vyraznéji

vliv pH.
Tab. 6 — Stanovené priimérné hodnoty konduktivity a zeta potencialii jednotlivych HK
NaOH PBS (pH=7) PBS (pH=3,5)

Huminova
kyselina {[mV] x [mS-cm™] ¢ [mV] x [mS-cm™] {[mV] x [mS-cm™]
IHSS -34,62+1,89 | 17,56 £0,36 | -27,22+£1,06 | 5,81 £0,22 |-27,20+0,62| 6,26 +0,35
KHK -29,54+0,94 | 19,16+ 0,44 | -29,08 £2,24 | 7,56+0,33 |-21,64+1,81| 7,36 +0,48
LHHK -35,56 £0,98 | 16,52+ 0,08 | -2834+1,26 | 7,36+0,20 |-27,14+1,60| 7,35+0,50
LHK HA1 | -36,58 £0,93 | 14,96+0,17 | -31,34+ 1,70 | 6,85+0,14 |-25,04 £1,22| 6,39+0,20
LHK HA2 | -37,34+1,30 | 17,24 +£0,34 | -24,04+1,48 | 5,79+0,25 |-24,64+1,35| 6,67 0,18
RHK -2824+ 1,31 | 17,52+0,20 | -18,98 £1,01 | 6,17+0,05 |-14,74+0,97| 6,95+ 0,23
SHK HA1 | -44,46 1,84 | 16,56 0,22 | -28,40+2,46 | 6,61 0,47 |-24,58+0,47| 6,55+0,19
SHK_HA2 | -22,38 2,09 | 14,16+0,76 | -21,20+0,75 | 6,66 0,25 |-13,36+1,19| 6,45+ 0,28
SHK_HA3 | -24,74+0,57 | 17,78 0,22 | -22,43+1,16 | 6,27+0,28 |-1420+1,26| 6,68 +0,54
SHK_HA4 | -32,32+£2,53 | 15,64 0,95 | -32,32 1,15 | 7,13+031 |-24,50+1,80| 6,30 0,42
SHK_HAG5 | -33,06 1,34 | 17,900+ 0,41 | 29,98 = 1,03 | 7,52+0,12 |-25,60+1,09| 6,76 0,31
SHK_HAG6 | -26,66 =0,81 | 19,18 0,33 | -23,16+1,79 | 7,56+0,29 |-16,46+1,01| 7,33 +0,38

Dle naméfenych vysledki v Tab. 6 — Stanovené primérné hodnoty konduktivity a zeta
potenciall jednotlivych HK je dobfe viditelné, Ze v zasaditém prostiedi NaOH jsou témét
vSechny vzorky HK stabilni, az na tfi padni vzorky SHK HA2, SHK HA3
a SHK HAG6. Dalsi vzorky KHK a RHK jsou na hranici stability. V neutrdlnim i kyselém
prostfedi jsou hodnoty zeta potencidlu uz velmi podobné, nicméné tu uz ve vét$ing ptipadii
dochazi k destabilizaci, ale naptiklad LHK HAT1 zlstava i v neutralnim prostiedi stale stabilni
a nékteré dalsi HK (KHK, LHHK, SHK HAS) ziistavaji na hranici stability. Obecné ovSem
s klesajici hodnotou pH Ize u vSech studovanych vzorkli pozorovat pokles absolutni hodnoty
zeta potencialu smérem k nule, tedy postupnou destabilizaci vzork.

5.4  Velikostné vylucovaci chromatografie

Pro stanoveni molekulovych hmotnosti byla vyuzita SEC a sestava ¢tyt detektori — dRl,
QELS, MALS a UV (ptiklad vSech signalti z detektort pro vzorek IHSS v neutralnim
prostiedi PBS je na Obr. 21). Molekulova hmotnost jednotlivych vzorkli byla stanovena
z naméfenych signalti z UV-VIS detektoru. Vysledné molekulové hmotnosti byly vypocitany
metodou kalibracni kiivky (pfepocet pomoci kalibra¢ni kiivky PS standardi — vice detailt
viz kap. 4.4.5) pomoci programu OriginLab Pro 8. VSechny vypocitané molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v Tab. 7, Tab. 8 a Tab. 9.

Z grafu na Obr. 21 Ize vypozorovat, Ze nejdiive z kolony vychazeji velké agregaty, které
jsou ve stacionarni fazi zadrZeny nejkrats$i dobu a odpovidé jim pik v rozmezi elu¢niho Casu
17-20 min, poté vychéazi supramolekularni asocidty molekul, kterym zase odpovida pik
v rozmezi 32-40 min a né€kdy pfi nizs$i koncentraci vzorku se objevuje i1 dalsi pik, ktery
reprezentuje malé neasociované molekuly, nicméné ten na tomto chromatogramu neni vidét.
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VSechny ziskané chromatogramy potvrzuji supramolekularni teorii HK a jsou v souladu
s daty ziskanymi z DLS méfeni pro vSechny vzorky HK.
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Obr. 21 — Priklad signalii ze vsech detektorii velikostné vylucovaci chromatografie pro vzorek [HSS
v neutrdlnim prostiedi 0,1 mol-dm2 PBS. (Signdly z LS a QELS se prekryvaji.)
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Obr. 22 — Porovnani signalii z UV detektoru vzorku IHSS v 0,1 mol dm 3 NaOH a 0,1 mol-dm PBS
(pH 7 a3,5)
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Na Obr. 22 je zobrazeno porovnani UV signali IHSS v riznych prostifedich. Pokud
vezmeme V potaz, ze v zasaditém pH jsou kyselé funkcni plné disociované, tim padem tam
je nabojova repulze na fetézcich a molekuly jsou vice natazené, tudiz maji supramolekularni
asociaty mensi molekulovou hmotnost. V neutralni oblasti je tato disociace mensi, tim padem
1 ndbojova repulze je mensi a tvoii se klubka supramolekul HK podobné micelam, které jsou
stabilizované vodikovymi vazbami a tim se v neutrdlni oblasti posouva distribuce hmoty
do vétsich supramolekul tvaru klubka. S klesajicim pH jsou kyselé funkéni skupiny stéle

méné disociované, postupné se rozpadaji supramolekuly a nakonec nastava agregace HK
(hlavné od pH okolo 2) [35].

Muizeme si vSimnout, ze v zasaditém prostfedi NaOH jsou nejméné zastoupeny prave
agregaty HK, které kolonou prochazi v nejkratSim Case, zato v kyselém a neutralnim prostiedi
PBS jich je daleko vice. Je zajimavé, ze pravé v zasaditém prostiedi je charakteristicky pik
pro supramolekuldrni asocidty na UV signalu posunut k vy$§imu retenénimu casu, tudiz
se da usuzovat, ze pravé v tomto prostfedi maji asociaty nejniz§i molekulovou hmotnost.
V kyselém prostiedi PBS je zase viditelny maly pik v nejpozdéjSim retencnim case, takze
je pravdépodobné, ze pouziti HCl zpusobilo odstépeni malych molekul, které se v koloné
zadrzely nejdéle a jsou timto pikem ziejmé reprezentovany. Potom by jejich molekulova
hmotnost dosahovala hodnot vrozmezi 150-200 Da. Nicméné pravdépodobg,
ze by se neasociované molekuly zadrzely ve stacionarni fazi daleko déle a tento pik je stale
jakymsi signalem pro opozdéné supramolekuldrni asociaty.
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Obr. 23 — Signaly z UV detektoru pro piidni vzorky HK v 0,1 mol-dm™2 PBS (pH 7)
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Obr. 24 — Signaly z UV detektoru pro lignitické vzorky HK v 0,1 mol-dm 2 PBS (pH 7)
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Obr. 25 — Signaly z UV detektoru pro ostatni vzorky HK v 0,1 mol-dm > PBS (pH 7)

Z UV signalu zobrazenych na Obr. 23, Obr. 24 a Obr. 25 je vidét, Ze piky charakteristické
jak pro agregaty HK, tak pro supramolekularni asocidty jsou prakticky ve stejnych reten¢nich
Casech, tudiz maji v tomto neutralnim prostiedi PBS prakticky stejné molekulové hmotnosti.
Vyjimku ovSem tvoii vzorek LHHK, ktery ma obecné mensi velikost molekul, nez ostatni
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vzorky HK, coZz dokazuje i vy$8i hodnota retencniho ¢asu pro supramolekuldrni asociaty,

jelikoz se tyto mensi molekuly zadrzely ve stacionarni fazi kolony déle.

Tab. 7 — Vypocitané molekulové hmotnosti HK v prostiedi 0,1 mol-dm~> NaOH

Huminova Agregaty HK Supramolekularni asociaty

kyselina M. [kDa] PDI [-] M., [kDa] PDI [-]
IHSS 55,822 + 4,143 1,035 + 0,007 1,673 +£0,259 2,750 £ 0,071
KHK 51,950 + 0,289 1,045 + 0,007 3,361 + 0,060 3,575+ 0,078
LHHK 44,387 + 1,240 1,035 + 0,007 0,823 + 0,042 2,025 + 0,007
LHK_HAl 55,333 £ 5,310 1,030+ 0,017 2,849 +0,348 4,320 + 0,400
LHK_HA2 55,858 + 6,374 1,030 + 0,014 2,260 + 0,213 3,655+ 0,318
RHK 53,462 + 5,133 1,040 + 0,017 3,580+ 0,370 4,610 + 0,386
SHK_HAl 53,995 + 4,473 1,037 + 0,015 2,479+ 0,212 3,850 + 0,226
SHK_HA2 53,177 + 0,610 1,055 + 0,007 3,330 + 0,006 4,045 + 0,021
SHK_HA3 52,737 + 0,148 1,055 + 0,007 3,075 +0,110 3,960 + 0,099
SHK_HA4 54,897 + 0,169 1,035 + 0,007 3,633+ 0,021 4,570 + 0,099
SHK_HA5 54,702 + 0,099 1,045 £ 0,007 3,142 + 0,015 4,400 + 0,014
SHK_HAG6 52,454 + 1,136 1,055 + 0,007 3,625+ 0,084 3,730+ 0,141

Tab. 8 — Vypocitané molekulové hmotnosti HK v prostiedi 0,1 mol-dm™> PBS (pH 7)

Huminova Agregaty HK Supramolekulérni asociaty

kyselina M [kDa] PDI [-] M., [kDa] PDI [-]
IHSS 47,615+ 3,161 1,040+ 0,014 5,014 + 0,401 6,515+ 1,280
KHK 47,850 + 0,016 1,025 + 0,007 3,759+ 0,133 2,200 £ 0,057
LHHK 39,440 + 2,672 1,065 + 0,021 0,647 + 0,059 2,645 + 0,007
LHK_HAl 44,216 + 6,689 1,065 + 0,049 2,965+ 0,076 3,435+0,191
LHK_HA2 42,420 + 0,622 1,035 + 0,007 3,542+ 0,218 3,645+ 0,035
RHK 44,149 + 4,268 1,060 + 0,052 4,345 + 1,082 4,027 + 0,952
SHK_HA1 43,114 + 2,601 1,040 + 0,009 3,437 £ 0,205 4,010 + 0,057
SHK_HA2 49,651 + 0,299 1,035 + 0,007 3,806 + 0,033 2,260 + 0,537
SHK_HAS3 51,601 + 0,954 1,035+ 0,008 3,084 +0,128 2,080 £ 0,141
SHK_HA4 45,709 + 0,448 1,038 + 0,006 3,069 + 0,041 2,265+ 0,163
SHK_HAS 48,207 + 0,049 1,025 + 0,007 3,730 = 0,005 2,265 + 0,049
SHK_HAG6 48,102 + 0,241 1,045+ 0,011 3,255+0,038 2,340+ 0,283
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Tab. 9 — Vypocitané molekulové hmotnosti HK v prostiedi 0,1 mol-dm™> PBS (pH 3,5)

Huminova Agregaty HK Supramolekularni asociaty

kyselina M [kDa] PDI[-] My [kDa] PDI [-]
IHSS 42,542 £ 0,223 1,045 + 0,009 3,845+ 0,023 7,650 + 0,240
KHK 48,784 £ 0,132 1,030 + 0,008 3,132 £ 0,231 2,545 + 0,049
LHHK 42,876 + 0,013 1,030 + 0,002 0,735 + 0,052 1,790 + 0,085
LHK_HAl 46,407 + 0,263 1,040 + 0,010 2,623 +£0,013 4,120 + 0,014
LHK_HA2 40,173 £ 1,431 1,070 + 0,028 0,436 + 0,020 1,670 + 0,028
RHK 44,915+ 0,918 1,050 + 0,014 2,205+0,119 3,490 + 0,085
SHK_HA1 39,954 + 0,331 1,055 + 0,007 2,930+ 0,125 4,980 + 0,014
SHK_HA2 - - 0,589 + 0,002 2,055 + 0,007
SHK_HA3 - - 0,379 + 0,009 4,965 + 0,009
SHK_HA4 44,686 + 1,648 1,035+ 0,007 2,997 + 0,086 2,500 + 0,085
SHK_HA5 45,858 + 0,303 1,035+ 0,009 2,604 + 0,144 2,375+ 0,148
SHK_HAG6 - - 0,523 + 0,030 1,275+ 0,021

Vypocitané molekulové hmotnosti v prostiedi NaOH jsou uvedeny v Tab. 7. Lze
pozorovat, ze velké agregaty HK maji velmi podobné hodnoty molekulové hmotnosti, které
se pohybuji v desitkdch tisic Daltonli. Molekuldrni hmotnosti supramolekularnich
asociovanych komplexti se pohybuji vrozmezi 1-4 kDa. Jedinou vyjimku tvoii vzorek
LHHK (lignohumat). U tohoto vzorku byla pozorovéana rozdilna distribuce jiz béhem méteni
metodou DLS. Obdobné jako v ptedchozim piipadé¢ vzorek LHHK vykazuje posun
Vv distribuci hmoty smérem k mensim molekuldm o mensi molekulové hmotnosti. Molekulové
hmotnosti v neutralnim prostfedi se velmi podobaji t€ém v zasaditém prostiedi, véetné vyjimky
v podobé vzorku LHHK, jehoz hmotnost supramolekuldrnich asociati opét nedosédhla
ani 1 kDa.

V kyselém prostiedi jiz ale hodnoty molekulovych hmotnosti obecné poklesly. Velké
agregaty huminovych kyselin maji stale hodnoty pohybujici se okolo 40 kDa, nicméné
intenzita piku odpovidajici témto agregatim je v chromatografickych signalech nizsi,
coz se da vysvétlit tim, ze velkd Cast agregatl jeSté vice zagregovala a vzhledem k tomu,
ze se vzorky filtrovaly pfes 0,45 um, tak byly tyto velké agregaty pravdépodobné ze vzorku
odfiltrovany. U poloviny ptdnich vzorki (SHK HA2, SHK HA3 a SHK HA6) dokonce
nebyly velké agregaty zjistény vibec, coz si vysvétluji tak, Ze byly tyto velké agregaty
odfiltrovany. Je to velmi zvlastni, protoze pH 3,5 by nemélo zpusobit tak velkou agregaci,
mozna byla kyselina chlorovodikova ptidana pfili§ rychle, nebo ve vét§im mnozstvi, tudiz
doslo nejspise k lokalnimu poklesu pH a tim padem i k agregaci. Hodnoty molekulovych
hmotnosti supramolekularnich asociatli maji oproti ostatnim prostfedim také niz§i hodnoty.
U vzorku LHHK opét, ze hodnoty nedosahly ani 1 kDa, ale jesté nizSich hodnot dosahl
ligniticky vzorek LHK HAZ2. Tti jiz zminéné pidni vzorky, u kterych nebyly pozorovany
agregaty HK, maji také velmi nizké hodnoty molekulovych hmotnosti supramolekularnich
asociatt, coz si vysvétluji opét ze stejného dtivodu, a to, Ze byly zagregované molekuly
odfiltrovany.
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6 ZAVER
Ukolem této bakalaiské prace bylo prostudovat supramolekularni strukturu huminovych

kyselin na tfad¢ vzorka s rozdilnou zdrojovou matrici a také prozkoumat vliv prostiedi
s rozdilnou hodnotou pH na stabilitu a strukturu HK.

Byla provedena charakterizace HK pomoci metod elementarni analyzy,
termogravimetrické analyzy a UV-VIS spektrometrie, ze kterych bylo zjiSténo zastoupeni
jednotlivych prvki, obsah spalin a humifika¢ni index.

Nésledné byla zkoumaéna struktura HK V jednotlivych prostfedich pomoci metod
dynamického a elektroforetického rozptylu svétla a velikostné vyluCovaci chromatografie.
Pomoci DLS bylo zjisténo, ze v kazdém prostiedi a téméi ve vSech vzorcich jsou pritomny
velké agregaty HK, supramolekularni asociaty a malé neasociované molekuly. V zasaditém
prostiedi NaOH a neutralnim prostiedi PBS byly naméfené intenzitni distribuce velikosti
¢astic podobné, ale v kyselém prostiedi PBS, zprostiedkovaném piidavkem HCI, byla o néco
vyrazngjsi oblast neasociovanych molekul. Pozorované chovani HK ve vzorcich okyselenych
ptidavkem HCI je v souladu s vysledky publikovanymi v literatufe. Ptidavek HCI zptsobi
pouze destabilizaci supramolekul zménou pH. Piipadny rozpad supramolekul HK
na jednotlivé samostatné molekuly by byl dale pozorovan az po ptidavku organické kyseliny.
Dalsi alternativou by bylo vyraznéjsi snizeni pH vzorkl, pak uz by ovSem v souvislosti
s nerozpustnosti HK v kyselych roztocich celkové hrozila celkova koagulace HK.

Pomoci ELS byla déle zkoumana stabilita a konduktivita vzorkh HK v riznych
prostiedich. Bylo zji§téno, ze zeta potencial souvisi s konduktivitou, pokud doslo ke snizeni
konduktivity, doSlo ke sniZeni zeta potencidlu. U zkoumanych vzorkli nebyl na stabilitu
takovy vliv iontové sily jako pH prostfedi, to mélo daleko vétsi vliv. V zdsaditém prostiedi
byly zaporné hodnoty zeta potencialu nejnizsi, a tudiz byly vzorky nejvice stabilni vuci
vzajemné agregaci. S poklesem pH prostfedi rostla hodnota zeta potencidlii, takze klesala
stabilita roztokl vici agregaci.

Vypocitané molekulové hmotnosti ze signali UV detektoru SEC chromatografie potvrzuji
pfitomnost velkych agregati HK a supramolekuldrnich asociatli, nicméné malé neasociované
molekuly uz objeveny nebyly. NejspiSe se ztratily v signalu zdetektoru mezi
supramolekularnimi asocidty. Také z tohoto diivodu bude do budoucna lepsi prozkoumat vliv
nizS§iho pH prostfedi a organické kyseliny na supramolekularni strukturu. Z vysledka byl
ale pozorovan pokles molekulovych hmotnosti v kyselém prostfedi oproti zasaditému
a neutrdlnimu, jak byly supramolekularni agregaty po vzajemné agregaci odfiltrovany
Z roztoku.

Pouzitymi metodami bylo potvrzeno supramolekuldrni chovani huminovych kyselin a takeé,
ze chovani HK vroztocich je nezavislé na zdrojové matrici aZ na drobné posuny
v namé&fenych distribucich smérem k vét§im €asticim o vétsi molekulové hmotnosti a naopak.
Dale byl studovan vliv pH a bylo zjisténo, Ze v méfeném rozsahu nedochazi
k néjak vyraznym zménam, jen v kyselé oblasti lze pozorovat drobné odchylky,
kdy u nekterych vzorkd byla pozorovana pocinajici agregace. Nicmén¢ tento fakt bude jesté
tteba lépe prozkoumat v navazujicich pracich.
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8 SEZNAM ZKRATEK

Zkratka
DLS
dRl
DSC
dvi

ELS
ESI-MS

FK
FT-IR
GC-MS

GPC
HK
HL
LC-MS

LDI-MS

LALS
MALS
NMR
PCS
QELS
RALS
SEC
TGA
uv
UV-VIS

Vysvétleni zkratky

dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)
differential refractive index (diferencni index lomu)
differential scanning calorimetry

differential viscosimetric index (diferenc¢ni viskozimetr)
electrophoretic light scattering (elektroforeticky rozptyl svétla)

electrospray ionization-mass spectrometry (elektrosprejova ionizace-
hmotnostni spektrometrie)

fulvinové kyseliny
infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

gas chromatography-mass spectrometry (plynova chromatografie-
hmotnostni spektrometrie)

gelova permeacni chromatografie
huminové kyseliny
huminové latky

liquid chromatography-mass spectrometry (kapalinova chromatografie-
hmotnostni spektrometrie)

laser desorption ionization-mass spectrometry (ionizace laserovou desorpci-
hmotnostni spektrometrie)

low-angle light scattering (nizkothly rozptyl svétla)

multi-angle light scattering (vicethly rozptyl svétla)

nuklearni magnetické rezonance

photon correlation spectroscopy (fotonova korela¢ni spektroskopie)
quasi-elastic light scattering

right-angle light scattering (pravouhly rozptyl svétla)

size exclusion chromatography (velikostné vylu¢ovaci chromatografie)
thermogravimetric analysis (termogravimetricka analyza)

ultraviolet (ultrafialova)

ultrafialova-viditelna spektrometrie
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9 SEZNAM SYMBOLU

Symbol

— =
(o)

N

max

S 2 LZ
S

B>

P

— - =

™y

Popis veli¢iny

absorbance

koncentrace
hydrodynamicky polomér
velikost Castic

molarni absorp¢ni koeficient
prosly zativy tok
dopadajici zativy tok
konduktivita
Boltzmannova konstanta
tloustka absorbujici vrstvy
délka kolony

vlnova délka maxima pasu

stiedni ¢iselna molekulova hmotnost

sttedni hmotnostni molekulova hmotnost
dynamicka viskozita

tlakovy rozdil v kolon¢

polomér kolony

transmitance

teplota

zeta potencial
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