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ABSTRAKT

Bakalafsk4 prace byla zaméfena na méfeni fluorescence metodou EEM a na nalezeni
hlavnich fluoroforti pidnich vzorkd huminovych a fulvinovych kyselin. Vysledky pozice
hlavniho piku fulvokyseliny izolované z plidy typu Kambizem byly porovniny a byly
podobné s pozici standardu FA Elliot II. Dale byla pouzita synchronni metoda 3D SFS
k urceni vedlejs$iho piku vzorki fulvokyselin v oblasti nizkych vinovych délek.

ABSTRACT

A bachelor thesis was focused on fluorescence measurement by emission-excitation matrix
method (EEM) and finding of the main fluorophores of soil humic and fulvic acids samples.
The results of the position of the main peak of fulvic acid isolated from soil type Cambisol
were compared and were similar to the position of Elliot soil FA standard II. For determining
of secondary peaks of fulvic acids the synchronous method (3D SFS) at lower wavelengths
was used.

KLICOVA SLOVA
Huminové kyseliny, fulvinové kyseliny, fluorescence, EEM, 3D SFS.
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1 UVOD

Huminové latky obsahuji ve své struktute fluoroforni skupiny, které tvoti fenolické a jiné
aromatické substituované systémy, které jsou po excitaci schopny emitovat zafeni. Ke studiu
huminovych latek lze vyuzit s vyhodou méfeni fluorescence, jelikoz vyslednd spektra
obsahuji piky s maximalni intenzitou které odpovidaji hlavnim fluorofornim skupindm.
Vysledky pozic excita¢ni a emisni vinové délky pikil 1ze porovnavat podle typu matrice ze
které byly huminové latky izolovany a také lze porovnavat huminové a fulvinové kyseliny,
jejichz fluorescencni chovani je rozdilné. Méfeni fluorescence je citlivd metoda z hlediska
moznosti méfeni pomérné nizkych koncentraci vzorku. V predlozené praci byla vyuzita
fluorescenéni metoda urceni hlavnich piki lignitickych a pidnich huminovych latek v emisné
excitatnim modu (EEM=Excitation emission matrix). V pifipad¢ dvou vzorkd byla maxima
uré¢ena pomoci druhé metody 3D SFS (Synchronous fluorescence spectroscopy), jelikoZ prvni
metodou nebylo mozno tyto piky urcit z divodu pritomnosti rozptylu svétla ve spektru.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Huminové latky jsou jiz po fadu desetileti pfedmétem intenzivniho védeckého zajmu, ktery
vychazi zejména z jejich vyhodné vyuZzitelnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti. [1] Prvni
studium, vyzkum a vyuziti vSak nastavd az v 60. a potom 80. letech 20. stoleti. Huminové
latky vzhledem k jejich rGzn€ uzitnym vlastnostem tak zacaly postupné nachdzet Siroké
uplatnéni v nejriznéjSich oblastech primyslového vyuziti. [2]

Huminové latky jsou pfirodni organické slouceniny vzniklé chemickym a biologickym
rozkladem organické hmoty (zbytkl rostlin, zivo€ichli apod.) a syntetickou Ccinnosti
mikroorganismu. Pfirozen¢ se vyskytuji zejména v sedimentech, zeminéch, raselin¢, hnédém
uhli, lignitu a nékterych dalSich mineralech. Obsah huminovych latek v ptirodnich matricich
kolisa od stopovych mnozstvi (pisky, jily), pfes jednotky procent (bézné¢ zeminy) az
k desitkdm procent (hné€dé uhli, lignit). Mimotfadné vysoky obsah — 80 % a vice — potom
vykazuje napf. raSelina. [1]

Pidni HL se ve vSeobecnosti vyznacuji podobnymi vlastnostmi v porovnani s HL z jinych
prirodnich zdrojich, z vysledkii elementarnich analyz byly zjistény jen malé rozdily v jejich
slozeni a strukture. [3]

2.2 Pivod a prekurzory huminovych latek

Béhem minulého stoleti byl vyzkum plivodu huminovych latek velmi popularni oblasti.
Navzdory tomu, ze pfesny mechanismus vzniku HL dodnes neni Uplné objasnény, byly
vytvofené tfi hlavni teorie. Prvni byla teorie, Ze HL byly odvozené z lignifikovanych pletiv
rostlinnych zbytkl, druha upfednostiiovala mechanismus prostfednictvi chinont a tfeti teorie
podporovala vznik HL zjednoduchych cukrii, pficemz v této posledni teorii mély probihat
reakce mezi redukujicimi cukry a aminokyselinami za vzniku hnédych dusik obsahujicich
polymert.

Pudni organicky materidl je odvozeny zpudni biomasy a striktné feceno je slozen
ze zivého a také mrtvého organického materialu.

Z agronomického hlediska se organickd hmota dé€li na aktivni (labilni) a stabilni. Do
aktivni Casti patii rostlinné zbytky, biomasa a nehumusové latky, které nejsou poutané na
mineralni slozky, a zaroven je tato ¢ast i zdrojem zivin (N, P, S) pro rist rostlin. Stabilni
slozka (humus) slouZzi k zdsobeni rostlin Zivinami a je dilezita pro dlouhodobou rovnovahu
v pudé.

Prekurzory huminovych latek jsou lignin, fenoly a polyfenoly, chinony, proteiny
a aminokyseliny, uhlovodiky, lipidy, steroly a steroidy, nukleové kyseliny, rtst podporujici
latky jako i xenobiotika. [3]



2.3 Rozdéleni huminovych latek

Molekulova hmotnost huminovych latek (HS) se pohybuje pfiblizné v rozmezi od 2 000 do
200 000 g'mol™. HS jsou strukturn& velmi slozité a doposud ne zcela presné popsané. Znalost
strukturniho sloZeni HS je vSak nezbytna pro pochopeni jejich moznych fyzikalnéchemickych
interakci s latkami pfitomnymi v Zivotnim prostiedi. Za hlavni slozky HS jsou obvykle
povazovany huminové kyseliny (HA), fulvokyseliny (FA) a humin (HUM). [1]

huminové latky
(pigmentované polymery)

L Y v

fulvokyseliny huminové kyseliny humin

svetle ‘ﬂu_t_iu_ tmaveé Sedo- ferna
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Obr. 1 Fyzikalne-chemické viastnosti huminovych latek podle Stevenson 1982

2.3.1 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny jsou tmavé barvy a hromadi se vétSinou na misté vzniku. Jsou
charakteristické dobrou rozpustnosti v louhu a roztocich hydrolyticky zésaditych soli.
Zékladni slozkou je aromatické jadro fenolického nebo chinoidniho typu s ucasti cyklickych
i alifatickych dusikatych sloucenin. Huminové kyseliny jsou jen ¢asteéné nebo velmi slabé
rozpustné ve vod¢. Elementarni slozeni huminovych kyselin je zavislé na pidnim typu,
chemickém slozeni rostlinnych zbytki a podminkdch humifikace. Kyselinovy charakter
karboxylové (COOH) a fenol hydroxylové (OH). Vodikové ionty téchto funk¢nich skupin
maji schopnost vyméinovat se za jiné ionty. Huminové kyseliny maji porézni stavbu a
vyznaduji se vysokou sorpéni schopnosti. Molekulova hmotnost dosahuje az 300 000 g-mol™.



Huminové kyseliny jsou povazovany za nejhodnotnéj$i produkt humifikacnich procest
v pudé, vyrazné ovliviuji ptidni vlastnosti podminujici vysokou trodnost. Ovliviiuji zejména
kationtovou vyménnou kapacitu, strukturu a vysokou pufrovaci schopnost piid. V nasyceném
stavu jsou stalé, vysoce odolné viici mineralizaci. [4]

V posledni dobé jsou popisovany jako smés relativné malych heterogennich molekul
drzicich pohromad¢ slabymi disperznimi silami a vodikovymi vazbami. Studie Piccola a kol.
naznacuji, ze se jedna o latky, které se sklddaji ze supramolekul sloZenych zndhodné
asociovanych pomérné¢ malych molekul stabilizovanych prevazné hydrofobnimi
interakcemi. [5]

HC=0
(H(I:-OH]4

f%} Q%}

?—C' peptid
NH

¥
Obr. 2 Hypoteticky strukturni vzorec huminové kyseliny podle Stevenson 1982
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2.3.2 Fulvokyseliny

Fulvokyseliny jsou zluté az hnédé barvy, velmi pohyblivé a lehce se pfemist’ujici v ptidnim
profilu. Jsou charakteristické dobrou rozpustnosti ve vod¢, minerdlnich kyselinach, louzich
1 v roztocich hydrolyticky zasaditych soli. Od huminovych kyselin se li§i jednodussi stavbou
makromolekuly i1 celkovym slozenim. Kyselinovy charakter fulvokyselin je dan predevsim
karboxylovymi skupinami. Vodni roztoky fulvokyselin jsou siln¢ kysel¢ (pH 2,6-2,8).
Molekulova hmotnost kolisa od 200 do 50 000 grmol™. Fulvokyseliny jsou v disledku siln&
kyselé reakce a dobré rozpustnosti ve vodé velmi agresivni na minerdlni ¢ast pudy, kterou
zaroven ochuzuji o ziviny a koloidni latky. [4] Celkova kyselost fulvokyselin je podstatné
vyssi nez-1i kyselost huminovych kyselin. [1]

2.3.3 Humin

Jedna se pravdépodobné o silné karbonizovanou organickou hmotu, pevné vézanou na
mineralni podil pidy a proto se neda ziskat ani mnohonéasobnou extrakci alkaliemi
z dekalcinované (zbavené vépniku) pidy. Huminy jsou casto charakterizovany jako
nerozpustné formy huminovych kyselin. [4] Humin potom vykazuje Cernou barvu. [1]
Huminy jsou kondenzovanéjsi a siln€ji dehydrované jako huminové kyseliny. [3]
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2.4 Pudni humus

Humus v SirSim slova smyslu je tvofen zbytky rostlinnych a zivo¢isnych organismi, které
jsou v riizném stupni rozkladu, nachazejici se na ptidé nebo v piidé a s ptidou jsou v riizném
stupni smiSené.

Humus je organickd pidni hmota prochazejici neustdlymi zménami, jak po strance
chemického slozeni, tak i po strance vlastnosti a funkci v ptd€. Z chemického hlediska se
jednd o soubor tmavé zbarvenych organickych dusikatych polyfunkénich latek kyselinové
povahy, pfevazné koloidniho charakteru, vysoké molekulové hmotnosti, relativné odolnych
vici mikrobidlnimu rozkladu.

Dalsi charakteristikou je cyklickd struktura jadra, vazba na minerdlni podil ptdni
a amfoterni charakter. V tomto pojeti se jedna o latky, které prosly kompletné humifikacnim
pochodem a je oznacovan jako humus vlastni. [4]

2.4.1 Humusotvorny material

Jedna se o Cerstvé odumftelé casti rostlin ¢i celé rostliny, zivoCichy a mikroorganismy
véetné produktl jejich metabolismu. Je to organicka hmota, kterd nebyla dosud dotc¢ena
rozkladnymi procesy. Patifi sem i ty zbytky organismi, jejichz ¢ast jiz byla odbourana, ale
dalsi ¢ast mé dosud plivodni sloZeni. [4]

2.4.1.1 Pochody pfemén humusotvorného materialu

Humusotvorny material nachéazejici se v pidé podléhd rozkladu, pfi némz se tvoii fada
meziproduktii ze kterych syntézou vznikaji nové organické slouceniny, Casto velmi odlisné
povahy a vlastnosti. Cely proces je ovliviiovan zejména vlivem pludni vlhkosti, teploty
a provzdusenosti pudy. Déle je to vliv enzymi, kde se uplatiuji zejména oxidazy
a tirozymazy pii tvorbé tmavé zbarvenych latek (melaniny, kondenzaty metylglyoxalu apod.).
Na tomto procesu se rozmélnovanim rostlinnych zbytki uplatiuji ptidni zivoc€ichové. V jejich
zazivacich traktech jsou rostlinné zbytky dokonale miseny s minerdlnim podilem a chemicky
pozménovany na latky blizké vlastnimu humusu. Také nelze opomenout ani samotné
vlastnosti ptidy — zejména reakci, obsah ptistupnych Zivin a zrnitostni sloZeni. [4]

2.4.2 Humifikace

Proces, ve kterém vznikaji huminové latky — humifikace, zahrnuje mnoZstvi
biochemickych reakcich. Existuji dvé teorie vzniku huminovych latek, které se 1isi v tom, jak
se prvotni a zékladni latky utilizuji v syntéze huminovych latek. Jedna teorie je zaloZena na
depolymeraci biopolymerti vedouci k vzniku huminovych latek. Dalsi teorie uvazuje
o polymeraci malych molekul, uvolnénych po kompletni degradaci biopolymerd, za vzniku
huminovych latek. Hayes a Malcom (2001) tvrdi, Ze stupen depolymerace zavisi od obsahu
kysliku a humifikace by byla zpomalend v anaerobnich podminkach.

Tvorba humusu se sklada ze tii zdkladnich fazi:

e V podminkach ptiznivych teplot, vlhkosti a provzdusnéni existuje velmi silna Cinnost
aerobnich bakterii, které rozkladaji organickou hmotu na jednoduché slozky (CO,,
H,0, NH3, oxidy aj.).
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e Bchem omezeného pfistupu vzduchu - anaerobnich podminek —
k nedostate¢né oxidaci, kyselé reakci prostiedi. Pricemz pusobenim nizké teploty
avysoké vlhkosti, dochdzi k pfeméné organické hmoty, tzv. raSelinéni nebo
uhelnaténi. Jde o nedokonaly rozklad organickych zbytkd, je to vlastné enzymaticky
a biochemicky proces zplsobeny zejména anaerobnimi bakteriemi, coz vysledkem
jsou huminové a ulminové latky tmaveé hnédé-Cerné barvy s vysokym obsahem uhliku.

e Samotnd humifikace je proces pievazné anaerobni, soubor pievdzné enzymatickych

a biochemickych pochodl, pii kterych se z meziprodukti rozkladu tvofi tzv.

dochéazi

huminové latky. Pomér obsahu uhliku k dusiku je 1:10, maji hnédou az Cernou barvu
a vlastnosti koloidid. Humifikace se uskutecituje mineralizaci vychozich latek, nikdy
nezhumifikuje vSechna organick4 hmota. [3]

< MRTVE ORGANISD
[ [ 0

Lignin

Pigment

Tiisloviny

[ Cuway | ||

Tuky | | Bilkoviny | | a dali

i i

ODBOURAVANI A ROZKLLAD MIKROORGANISMY

O

Amino kyseliny, aromaty, mastné kyseliny, organicke kyseliny, fenoly, cukry, aj.

r Chemicka a biochemicka kondenzace

Komplexni slouéeniny

Oligomerace

Fulvinové kyseliny

1

Dalgi kondenzace a oligomerace

C/’ HUMINOVE SLOUCENINY

|

|

Huminové kyseliny

Humin

Fulvinové kyseliny

Obr. 3 Schéma procesu humifikace podle Jacksona
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2.5 Pouziti huminovych latek

V soucasnosti maji huminové latky pomérné rozsahlé vyuziti, které je mozné rozdélit na
nasledujici oblasti: aplikace v zeméd¢€lstvi, primyslové vyuZiti, vyuziti v oblasti ochrany
zivotniho prostiedi, medicinské a farmakologické pouziti. [1]

2.5.1 Zemédélstvi

Huminové kyseliny jsou v béznych ptidnich podminkach pevné vazany na mineralni podil
pudy a jsou ve vodé nerozpustné.

Rozpustné humaty predavaji rostlin¢ energii, kterou rostlinny organismus dovede vyuzivat
k riznym metabolickym procesim. V ptitomnosti téchto latek rostlina efektivnéji vyuziva
podminek prostfedi, pfedev§im mineralnich zivin. Rostlina také Iépe odolava nepiiznivym
vnéj§im vliviim a vytvafi i vice biomasy, coz v praxi znamena vyssi vynos.

Z hlediska ekologickych vztahi mezi ptidou a rostlinou jsou mimofaddné cenné humaty
vapenaté. Dvojvazny kation vapniku spojuje mezi sebou jednotlivé molekuly humatu do
vétSich shlukt, které oznacujeme jako micely. Samoziejmé se tim rusi rozpustnost humati,
vytvaii se vSak tixotropni hmota, kterd samovolné pfechazi ze stavu sol do stavu gel. Micely
humatu vapenatého jsou nasledné opét prostiednictvim vapniku vazany na povrch ptidnich
jilovych mineralt. Vznika tak humusojilovity sorpéni komplex, ktery ma pozitivni vliv na
strukturni stav piidy a na dalsi vlastnosti podminujici ptidni trodnost, ale zaroven se vytvari
rezervoar minerdlnich iontd véazanych na povrchu komplexu. Kotfenovy systém rostlin
v pudnim roztoku mize vyménnym zptisobem snadno pfijimat potiebné ziviny. [6]

Biohumus ziskany spomoci Zizal je povazovan za nejucinné€j$i organické hnojivo
s obsahem az 17,6% hm. huminovych kyselin v susin¢. [7]

Praktické zkuSenosti s pouzitim huminovych latek v zivocisné vyrobé ukazaly, Ze prave
toto mize byt velmi efektivni cesta k zlepSeni zdravotniho stavu zvifat, snizeni vyrobnich
nakladl a tim, v kone¢ném disledku zvySeni zisku. [8]

2.5.2 Zivotni prostiedi

Piida ma schopnost eliminovat kontaminanty (kovy, organické latky) a to jejich interakci
s anorganickymi (jilové mineraly) a organickymi (huminové kyseliny) padnimi slozkami.
Huminové kyseliny (HA) jsou diky svym vlastnostem vyuzitelné pro potencidlni zdokonaleni
remedia¢niho procesu pravé s dirazem na zachovéani zivych organismi. [9] Huminové
kyseliny vazi metabolity aerobni biodegradce a tim pidu bioimobilizuji. V ptipadé kovi se
jedné o vznik ve vod¢ nerozpustnych anorganickych sloucenin (ptisobenim bioimobilizace),
¢imz je dosazeno snizeni nebo odstranéni Skodlivych u¢inkii na Zivotni prostiedi. [10]

Vsechny ptdy s vysokym obsahem huminovych kyselin zabranuji vyluhovani dusi¢nanii
do nizSich vrstev pidy. Dobfe vyvinuty kotfenovy systém, ktery je zpiisoben vysokym
obsahem huminovych kyselin v pad¢, predchdzi dusi¢nanim a pesticidim proniknout do
podzemnich vod. Huminové¢ kyseliny redukuji zasoleni pldy, které¢ je zplisobeno nadmérnym
pouzivanim hnojiv rozpustnych ve vod¢. [11]
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2.5.3 DalSi pouziti

Huminové latky jsou vyuzivany nejen jako aktivator pidy, ale i jako prisada do krmiva pro
zvitata, odnimace vlhkosti, povrchové aktivni latky, suroviny pro povrchovou upravu
materiali za ucelem zvySeni jejich elektrické vodivosti ¢i fungicidni aktivity, k vyrobé
sorbentd plyni a iontoménicli, piisad a prekurzori do kosmetickych krémi,
v biotechnologiich, v medicin€, farmakologické a toxikologické vlastnosti HA jsou vyuzivany
ve veterinarni medicing.

e Inhibi¢ni efekty huminové kyseliny (HA) pfi synthese, inhibice polymerace.

e Vyuziti do elektrografickych kapalin a elektrofotografickych nebo magnetickych
tonovacu.

e Povlékani povrchu uhlikatych vldken aminovou soli HA za ucelem ziskani
hydrofilnich uhlikatych vlaken.

e Deodoranty pro odstraniovani zapachajiciho plynu z dribeziho hnoje ¢i deodorantu
vhodného k odstranéni NHs, H,S nebo merkaptani ze vzduchu.

e Vyuziti HA pro piipravu poréznich elektrod pro palivové ¢lanky. [12]

2.5.3.1 Medicina

Huminové latky nachazeji své uplatnéni v riznych oborech mediciny. Huminové latky se
pouzivaly jiz v antickém Recku v podobé raselinovych koupelich a slatinnych zabal.
Huminové kyseliny katalyzuji nckteré enzymatické reakce a prispivaji tak k zlepSeni
metabolickych d€ji v organismu ¢loveéka. Snizuji produkci stresovych hormonti, coz ptizniveé
ovliviiyje srde¢ni ¢innost, krevni tlak a psychicky stav jedince. Podporuji krvetvorbu a zvySuji
saturaci kysliku v erytrocytech. Huminové kyseliny ptiznivé ovliviiuji imunitni systém
a zabranuji vzniku autoimunitnich onemocnéni napt. artritidy. Jsou prokdzany antiviroveé,
antimikrobialni, imunosupresivni, antikarcinogenni, detoxikujici a analgetické ucinky. Dale
ovliviiyji hladinu cukru v krvi. Huminové kyseliny stimuluji regeneraci tkani a pfispivaji tak
k rychlému hojeni ran a spalenin. Lécebny efekt huminovych latek je vyuzivan zejména
v dermatologii a lazenskych procedurach. [13]

2.6 Pidni typy v CR

Klasifikace (taxonomie) pid je tfidéni objektd, vtomto pfipadé pfirozenych
trojrozmérnych pidnich jednotek (polypedonli) do hierarchického (viceuroviiového)
klasifika¢niho systému. [4]

Nejrozsifenéj§im plidnim typem unds jsou kambizemé (asi 42,3 % uzemi), které se
vyznacuji stfedni urodnosti a vyskytuji se zejména v pahorkatinach (hnédé pidy nizsich
poloh), vrchovinach i horskych oblastech. Druhym nejcastéj$im pidnim typem u nas jsou
luvisoly (jmenovité hnédozemé) (14,6 %), které maji mensi obsah humusu nez ¢ernozemé, ale
jsou také velmi hodnotné a vhodné i pro péstovani narocnych obilovin. Vyskytuji se hlavné
v niz§im stupni pahorkatin a v okrajovych castech niZzin s nadmotiskou vyskou ptiblizné
200 az 400 m. Tieti misto se 14,3 % zaujimaji Cernozemé, nejurodnéjsi pudy s vysokym
podilem humusu. Najdeme je zejména ve stfednim Polabi, v dolnim Poohti, v Dyjsko-
svrateckém, v Dolnomoravském a z&asti i Hornomoravském tuvalu. Ctvrtou nejpocetnéji
zastoupenou skupinu tvoii illimerizované a oglejené pidy (13,1 %), které se nachazeji spise
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v rovinatych chladnéjSich a vlh¢ich oblastech. Zbylych 15,7 % tvofii ostatni ptidni typy jako
napf. luzni ptudy, nivni pidy, podzoly, rendziny, zasolend ptida (soloncak), raSelini§tni pudy
apod. [14]

2.6.1

Pidni kategorie

Velké skupiny pud, které vystupuji v zahrani¢nich klasifika¢nich systémech a umozuji
Ceské pudy snimi korelovat; uzivime pro né nejrozSifenéjsi nazev jako substantivum
s koncovkou — sol.

Leptosoly: Pudy vytvarejici se zrozpadd hornin, s horizonty nejéastéji typu
melanicky, umbricky, nebo kambicky.

Regosoly: Pudy vzniklé z nezpevnénych sedimentti, zejména z piskl a Stérkopiskd.
Horizonty typu organicky, nadlozni.

Fluvisoly: Pudy s fluvickymi znaky, vzniklymi periodickym usazovanim sedimentd,
jehoz disledkem je nepravidelné a nebo zvySené (> 0,3 %) mnozstvi humusu do
hloubky 1 m, n¢kdy i zvrstveni pidniho profilu. Horizont organickych latek.

Vertisoly: Pidy s vertickymi znaky, projevujicimi se utézkych pud s obsahem
smektitickych jilt, vyskytujicich se v sussich oblastech. Vyskyt pouze v SZ Cechach
analJ. Morave.

Cernosoly: Pady s sirokym &ernickym humusovym horizontem (0,4 — 0,6 m)
s drobtovou az zrnitou strukturou, v moddlnim subtypu cernozemé s kalcickym
horizontem, vyvinuté ze sypkych karbonatovych substratt.

Luvisoly: Pidy s horizontem (argi)luvickym, nebo albickym horizontem (eluviace
jilu), jen vyjimecné (u Sedozem¢) s melanickym event. i cernickym horizontem.
Kambisoly: Pidy vytvotfené v hlavnim souvrstvi svahovin z pfemisténych zvétralin
pevnych ¢i zpevnénych hornin nebo v souvrstvi jinych substratii (zahlinéné pisky,
Stérkopisky), se Sirokou Skéalou zrnitosti, vyluhovani a acidifikace, s moznosti vyskytu
vSech typi nadlozniho humusu a nékolika typti humoznich horizontli (melanicky,
umbricky, andicky).

Andosoly: Pudy s andickymi diagnostickymi znaky jako dusledek zvétravani kyselych
vulkanickych pyroklastik, projevujicim se uvoliiovanim velkého mnozstvi volného Al
(kyselé zvétravani) ¢i tvorbou amorfnich jilovych mineralti alofanu a imogolitu (slabé
kyseld reakce). Vysledkem je tvorba kyprého, ¢asto hlubokého, siln¢ humoézniho
andického humusového horizontu (stabilizace humusu hlinikem ¢i amorfnimi jilovymi
mineraly) a kyprého kambického andického horizontu. V CR nebyly zatim nalezeny,
vyskytuji se v SR.

Podsoly: Pidy typu podzol nebo hnédd pida podzolovani. Piady se spodickymi
horizonty, bud’ neiluvialnimi, ¢i iluvidlnimi, vysoce nasycené hlinikem.

Stagnosoly: Pudy typu pseudoglej a stagnoglej. Pidy s vyraznym redoximorfnim
mramorovanym horizontem v disledku povrchového periodického pirevlhceni
v hloubce do 0,5 m. Horizont organicky, umbricky (histicky).

Glejsoly: Pudy s vyraznym reduktomorfnim glejovym horizontem v hloubce do 0,5 m
v disledku dlouhodobého provlhceni podzemni ale i povrchovou vodou ze svahovych
pramenist. Horizont glejovy, kambicky a raselinny.
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e Salisoly: Pidy s vyraznymi znaky zasoleni, s obsahem rozpustnych soli o vodivosti
nasyceného extraktunad 8 mS-cm”, hodnota pH nad 8,5. Vyjimeénd se mize
vyskytovat na jizni Moravé.

e Organosoly: Pudy typu organozem s raselinnymi horizonty.

e Antrosoly: Pidy vzniklé bud’ vyraznou modifikaci pidnich horizontd kultivacnimi,
meliora¢nimi opatienimi nebo pidy vzniklé z pfemisténych materiald, (pady prekryté
(sealing) ¢i pudy siln€¢ kontaminované). [15]

2.6.2 Puda Elliott

Puda Elliott je typickou stepni pidou stath Indiany a Illinois Spojenych statl americkych.
Vzorek THSS byl ziskdn z nenaruSené oblasti na pozemku Joliet Army Ammunition Plant
(armadniho muni¢niho zavodu) blizko Joliet v Illinois. Sada standardii huminovych latek
Elliott pochazi z pidy neobd¢lavané na podlozi moréné a tillu. Propustnost této pudy je
pomaléd ve vrchni ¢asti plidniho profilu. [16] Na obr. 4 je mikroskopicky snimek huminové
kyseliny Elliott HA.

Obr. 4 Povrchova struktura HA porizena elektronovym mikroskopem podle Humintech

2.7 Luminiscence

Luminiscen¢éni jevy — fluorescence a fosforescence — jsou definovadny na zéklad¢
multiplicity excitovaného stavu, ktery emituje.

V roce 1935 navrhl Jablonski, Ze fosforescence je emise z déle Zijictho metastabilniho
elektronového stavu, ktery je energeticky niZze nez stav, ktery vznikl absorpci svétla. Tento
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stav je ndm jiZ zndmy stav tripletovy. Delsi doba Zivota fosforescence je pifimy nésledek
kvantové-mechanicky ,,zakdzaného* zativého piechodu T;—S (k, = 102-10* s™), jelikoz se
méni multiplicita. Na druhé strané fluorescence (S;—S) je proces velmi rychly a spinoveé
,.,dovoleny* diky zachovani multiplicity (k¢~ 10°~10° s™).

Na tomto misté je tieba uvést dva pojmy, které souvisi s emisi svétla - spontanni emise
a stimulovand (indukovand) emise. V pfipad¢ spontanni emise ztrdci excitovana castice
energii vyzarenim za absence vnéj$iho zdroje zafeni.

Elektronoveé excitovany atom musi ztratit energii bud’ emisi zafeni nebo pfi kolizi s jinou
castici.

Strucné feceno, fluorescence z excitovaného singletového stavu musi byt dostatecné rychla
a u¢inna ve srovndni s ostatnimi deaktiva¢nimi procesy.

Me¢iime-li fluorescenci kapalin, vibra¢ni relaxace je v podstaté¢ uplnd a fluorescence
probihé pouze z nejnizsi vibraéni hladiny excitovaného stavu.

Fluorescence je nasledkem prechodu ze stavu S; do Sy a fosforescence z T; do Sy. Tato
teorie se nazyva Kashovo pravidlo. [17]

2.7.1 Meéreni fluorescence

Pro méfeni fluorescence chemickych latek se nejbéznéji pouzivaji métici ptistroje zvané
spektrofluorimetry. Spektrofluorimetry jsou pfistroje, které méfi stiedni signal celého vzorku
umisténého obvykle v kyveté nebo v jamce mikrodesticky. Zdroj budiciho zafeni je v rozsahu
ultrafialové a viditelné oblasti spektra.

Budici zéafeni prochazi excitanim monochromatorem a dopadd na vzorek (obvykle
temperovana kyveta s roztokem). Nejcastéji ve sméru kolmém k budicimu paprsku se méri
emitované fluorescencni zéfeni, které nejprve prochdzi emisnim monochromatorem a je
detekovano  pomoci  fotonasobice. Pouzivd se wuspofddani sjednim  emisnim

monochromatorem (usporadani ,,L*).

2.7.2 Fluorescenéni spektra

Pii méfeni emisnich spekter fluorescence je excitatni monochroméator nastaven na pevnou
vinovou délku budiciho zéfeni. Pfi méfeni excitacnich spekter je pevné nastavena vinova
délka na emisnim monochrométoru. Kromé vlnovych délek excitace a emise se bézné
nastavuji jest¢ Sitky Stérbin obou monochrométord, které ovliviiuji citlivost a spektralni
rozliSeni daného méteni.

Pro analyzu neznamych vzorkli nebo smési fluoroforti se pouzivda méfeni uplné
fluorescence (téz excitatné¢ emisni matice, maticové skenovani). Excitatn¢ emisni matice
vznikéd spojenim excitacniho a emisniho spektra smési fluorofort do trojrozmérného obrazu,
kde je na jedné ose excitacni vinova délka, na druhé ose je emisni vinova délka a na svislé ose
je vynesena intenzita fluorescence.

Synchronni luminiscence miiZze byt vhodna pro analyzu smési latek; tato metoda je
zalozena na soucasném b&hu obou monochromatorti, pficemz je nastaven konstantni rozdil
vlnovych délek mezi excitatnim a emitovaném zatfeni (synchronni excitace) — vysledkem je
konvoluce emisniho a excita¢niho spektra.

Pii méfeni fluorescence metodou SFS, je snimana relativni intenzita na emisni nebo
excitacni vlnové délce, podle volby nastaveni a moznosti pfistroje. Pfi méfeni je zvolen
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konstantni interval mezi nastavenim obou monochromatorii (excitatniho a emisniho)
a dochazi k jejich soucasnému pohybu oproti klasickému méfeni excitacnich nebo emisnich
spekter. Méfena emise je tedy vzdy vyssi nez excitace o vybrany interval delta lambda. Pti
méteni). Presnost méfeni a vysledky zavisi také na kroku méteni. Spektrofluorimetr Aminco
umoziiuje méfeni synchronnich spekter jen v emisnim modu . Pii SFS méteni plati vztah :
AA=hem— Aex. Vyslednd spektra mohou byt pak znazornéna dvojim zpiisobem, bud’ je to
3D SFS spektrum v prostorovém uspotadani (zavislost rel. intenzity fluorescence na delta
lambda a emisni vlnové délce, nebo fez 3D SFS spektra (vrstevnicovy fluorogram). Méfeni
3D SFS ma vyhodu v tom, Ze umoziuje nalézt hlavni fluorofory ve vzorku a také se vyuziva
s vyhodou v téch ptipadech, kdy ve spektru EEM nelze néktery z fluoroforti urcit presné,
z diivodu nizkych rel. intenzit nebo lezi toto hledané maximum v blizkosti rozptylu svétla.
Metoda je vhodna pro charakterizaci multifluorofornich vzorkd.

V nékteré literatufe se oba typy spekter oznacuji souhrnné Total luminiscence spectra,
protoze zahrnuji vSechny excitace i emise vzorku. Jejich princip méfeni je vSak rozdilny.
Castéjsi pouzivanou metodou je EEM. [18]

2.8 Literarni reSerse

Huminové latky (HS) jsou jiz po fadu desetileti predmétem intenzivniho védeckého zajmu,
ktery vychazi z jejich vyhodné vyuzitelnych fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Lze nalézt
mnoho odbornych pramenii zabyvajici se studiem HS. Zaméfili jsme se na ty, které byly
publikovany v poslednich letech.

Z hlediska pochopeni jejich funkce v Zivotnim prostfedi a rtznych ekosystémech je
nezbytné co nejpodrobnéji prostudovat jejich strukturu a tim jejich chovani v daném
prostfedi. Huminové latky se stavaji z heterogennich smési latek, které lze charakterizovat
pomoci fyzikalné chemickych instrumentdlnich metod. Pro popis téchto latek se nejhojnéji
vyuzivaji nasledujici instrumentélni techniky: UV/VIS (Ultraviolet-Visible) spektroskopicka
analyza, fluorescencni spektroskopie, FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
spektroskopie, hmotnostni spektroskopie, NMR (Nuclear Magnetic Resonance) nuklearni
magneticka resonance, EPR (Electron Paramagnetic Resonance), HPSEC (High Performance
Size Exclusion Chromatography) a mnoho jinych. Problematika huminovych latek je témito
metodami stale vice prozkoumavana coz nam dava celkovy obraz jejich fyzikalnich
a chemickych vlastnosti. [19], [20], [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28]

Huminové latky (HS) pochazejici z riznych geologickych zdroji se od sebe vyrazné
odliuji. Jsou velké rozdily mezi pldnimi, vodnimi nebo lignitickymi vzorky. Fyzikalni-
chemické vlastnosti latek jsou ovlivnény napt. lokalitou nalezu, okolni hodnotou pH, stafim,
zpracovanim vzorku a dal§imi faktory. Cilem védeckého badani je tedy vyzkum huminovych
latek rizného puivodu, at’ uz samostatné nebo v kombinaci s dalSimi, a snaha o vysvétleni
téchto odliSnosti. Za timto Gcelem se hojné vyuziva prave fluorescencni spektroskopie, které
v sobé spojuje méfeni excitace, emise ¢i synchronni méteni pii konstantnim rozdilu mezi
monochromatory. [29]

HS z riznych zdroji se od sebe znacné odliSuji. Pomoci fluorescenéni spektroskopie lze
pozorovat rozdily mezi HAs a FAs o riizném ptivodu. [1]

Zhongqi He a kol. [19] studovali pfirodni organické latky (NOM) pomoci kapilarni
elektroforézy (CE) a fluorescen¢ni spektroskopie méfenim EEM spekter. V této studii
charakterizovali Sest fulvokyselin (FA), Sest huminovych kyselin (HA) a dva vzorky NOM
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ziskané od International Humic Substances Society (IHSS). Byly nalezeny rozdily ve
vysledcich riznych typt vzorkl podle rozdilné hmotnosti a naboje fragment. Analyza
fluorescencni spektroskopie s excitacné-emisni matici (EEM) ukdzala, Zze kazdy ze
13 zkoumanych vzorkli obsahoval ¢tyfi hlavni  fluorofory odpovidajici huminovym
slou¢enindm. Relativni mnozstvi téchto Ctyf latek se liSilo podle ptivodu a typu vzorku.
V praci byla provedena déle i frakcionace autoklavovanim téchto vzorkt (tepelny rozklad po
dobu 1 hodiny). Vzorky byly porovnany se vzorky bez autokladvovani a byly zjistény zmény
ve slozeni hlavnich fluorofora.

Fan Lu a kol. [20] studovali fluorescencni EEM spektra vzorkl rizného staii pochéazejicich
z vyluhu méstské skladky. Vzorky rozpustnych organickych latek (DOM) byly intenzivné
frakcionovany pomoci gelové chromatografie SEC (hydrofobni pryskyfice) a byly néasledné
zkoumany pomoci fluorescencni spektroskopie EEM. V EEM spektrech identifikovali Sest
fluorescencnich pikli umistnénych v odlisnych Ex/Em regionech. Byla provedena bivariantni
analyza hlavnich slouCenin a analyza paralelnich faktorti. Jednotlivé fluorescenéni maxima
byly charakterizovany excitacni a emisni vinovou délkou (Aex/Aem): (240, 310, 360/460 nm),
(220, 280/340 nm), (220, 270/300 nm), (220, 280/360nm), (230, 320/420 nm)
a (220, 310/400 nm). Spektralni charakteristiky téchto fluorofori byly rozebirany pomoci
frakéniho EEM spektra a zdanlivych molekulovych hmotnosti (AMW), které byly zjistény
analyzou SEC. Prvni fluorescencni pik odpovidal hydrofobni slouceniné s pyrenylovou
funkéni skupinou o molekulové hmotnosti 2500-3500 Da. Tento pik byl lokalizovan v oblasti
360/460 nm (Aex/Aem)-

Metoda EEM muze byt také vyuzita pfi studiu huminovych kyselin pochézejicich
z kordlovych extrakti. B. J. H. Matthews a kol. [21] tuto metodu pouZili pfi sledovani chovani
huminovych kyselin a jinych organickych latek extrahovanych zkoralt. Vysledky
fluorescencni spektroskopie vzorkd koralovych extraktd, pevnych koralt, moiské vody
a komer¢né¢ dostupnych huminovych kyselin maji duasledky pro pouziti korali jako
paleoenvironmentalnich indikdtori. Ve fluorescencnich spektrech identifikovali Ctyfi
dominantni piky z nichz tfi byly posunuty k vys$s§im vlnovym délkam a jeden byl lokalizovan
v oblasti nizSich vlnovych délek. Polohy fluorescencnich maxim byly lokalizovany
v oblastech 310/430 nm, 340/450 nm, 390/490 nm a 280/(320-350) nm (Aex/Aem) Zz nichz
posledni je pfipisovan proteinové fluorescenci. Pozice téchto maxim byly mezi riznymi
vzorky v podstaté totozné, vcetné kordlovych extraktd, pevnych koralt, moiské vody
a komeréné dostupnych huminovych kyselin. Dédle stanovili komeréni huminovou kyselinu
Fluka jejiz fluorescencni maximum bylo lokalizovano v oblasti 460/540 nm. Pii méfeni téchto
3D EEM spekter byla zvolena §itka S§térbin u emisniho a excitaéniho monochrométoru 5 nm.
Pouziti techniky EEM v predkladané praci ukazuje, ze zmény v koncentraci vzorku muize
vyznamn¢ zménit distribuci intenzity fluorescencniho spektra, zejména pokud jsou ptfitomny
siln¢ absorpéni, nefluorescen¢ni druhy. R.F.I. zavisi na koncentraci vzorku a dochazi k IFE
efektu. Porovnani EEM spektra organickych latek extrahovanych ze svétlych atmavych
koralovych pasem ukazuje, ze spektroskopicka struktura emitované fluorescence je pro obé
pasma prakticky identickd; emise se podle vSeho 1i8i jen v absolutnich intenzitach.

Fluorescencni spektroskopie EEM se Casto vyuzivd pro objasnéni ptiivodu a struktury
huminovych latek. Fu a kol. [22] studovali fluorescencni EEM spektra vzorku komeréni
huminové kyseliny Fluka (FHA). V EEM spektrech huminové kyseliny identifikovali dvé
fluorescenéni maxima v oblastech 310/415 nm a 460/540 nm (Aex/Aem). Déle bylo zjisténo, ze
nejvetsi vliv na intenzitu fluorescence vzorku ma koncentrace a hodnota pH roztoku. Vliv
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iontové sily roztoku KClO4 o koncentraci 0-0,05 mol-dm™ na vyslednou fluorescenci je
zanedbatelny. Koncentrace vzorku huminové kyseliny Fluka byla v rozmezi 5-100 mg-dm™
a hodnoty pH se pohybovaly v rozmezi 2—12. Pfi zvySeni koncentrace nebo hodnoty pH byl
pozorovan posun fluorescencnich maxim k vysS§im vlnovym délkdm. Fluorescencni intenzita
se zvySovala s rostouci hodnotou pH, ale mirné se snizila pro pH=5,0.

J. Alberts a kol. [23] studovali standardy a vzorky huminovych latek méfenim fluorescence
pomoci EEM spekter. Referenénim materidlem byly zvoleny vzorky standard@i huminovych
latek dodavanych spolecnosti International Humic Substances Society (IHSS). V EEM
spektrech vzorkii pochézejicich z vodniho prostfedi a pludnich standardi huminovych
a fulvinovych kyselin izolovanych z raseliny byla zjisténa ptitomnost dvou fluorescenc¢nich
pikid. Prvni pik se nachdzel v ultrafialové oblasti excitaéni osy (=250 nm) a druhy v oblasti
spektra excitani osy (320450 nm). Ziskané piky jsou charakteristické pro ficni
a sladkovodni huminové latky. Ve spektrech plidnich huminovych kyselin byl detekovan dalsi
charakteristicky pik. Tento pik byl nalezen v oblasti vysSich vinovych délek emisni osy
(nad 450 nm), ktery zastupuje vice konjugované fluoroforni molekuly. U pevninskych
huminovych kyselin bylo umistnéni prvnich dvou pikii posunuto k vyssim vlnovym délkdm
excitace 1 emise. Nejpravdépodobnéji je to zplsobeno tim, Ze HAs maji odliSnou proteinovou
povahu jako je to uHAs izolovanych z vodniho prostiedi nebo maji odlisné prostorové
uspofadani. Mezi jednotlivymi vzorky HS byl pozorovan velky rozdil v intenzitach
fluorescence. Fulvinové kyseliny zejména izolované z vodniho prostfedi vykazovaly nejvyssi
intenzity fluorescence. Z namétenych EEM spekter a odlisnych poloh fluorescencnich maxim
se pokouseli identifikovat fluorofory pritomnych ve vzorcich. J. Alberts a kol. dosli k zavéru,
ze umistnéni maxim ve EEM spektrech nezévisi pouze na ptitomnosti ur€ité¢ho fluoroforu ale
i na ulozeni uvnitt makromolekularni struktury.

M. M. D. Sierra a kol. [24] studovali fluorescenéni EEM spektra vzorki huminovych latek,
které pochazely zruznych geologickych matric. Pro studium EEM spekter si zvolili
predevS§im huminové latky pochdzejici z vodniho prostfedi. V huminovych latkach (HS) byly
nalezeny dva charakteristické piky o a o” a dale byl pozorovan posun téchto maxim v ptipadé
huminovych kyselin (HAs). V namétenych spektrech byla prokézana ptfitomnost dalSich pikt
(B, v, 9), které¢ jsou ovlivnény stafim a pivodem HS. Vzorky z motskych a primoiskych
zdrojii jsou bohats$i na spektralni rysy, oproti star§Sim nebo plidnim vzorkim. Sierra a kol.
zvolil pro studovani fluorescencnich EEM spekter SirSi oblast skenu. Emisni osa se
pohybovala v rozmezi 260—700 nm a excitacni v rozmezi 250-410 nm a Iépe tak zmapoval
i ultrafialovou oblast. Pro excitacni sken huminovych kyselin (HAs) je nejvhodné&jsi vinova
délka emise piiblizné 520 nm. Z vysledkti EEM spekter je patrné, Ze riizné vzorky HS maji
odlisné intenzity fluorescence pikil a a a’. Vzorky z oteviené¢ho ocednu mély pomér intenzit
a’/o nejvyssi, coz je zpusobeno nizkym obsahem o fluorofort. Tento pomér intenzit je
indikatorem stafi piidy, dale zavisi na stupni humifikace a hloubce ptdnich horizonta.

Ve své praci se Huo a kol. [25] zabyvali studiem rozpustnych organickych latek (DOM).
Hlavnim cilem této studie bylo zkoumat charakteristiky DOM ve vyluzich ze skladek rizného
stafi pomoci elementarni a spektroskopické analyzy. Z vyluhu byly izolovany frakce
huminovych kyselin (HA), fulvokyselin (FA) a hydrofilni frakce (Hyl), které byly ziskany
pomoci pryskyfice XAD-8 a nasledného ptecisténi v kolon& s kationtové vyménnou
pryskyfici. V této praci byla pouzita metoda izolace HAs a FAs publikovana spole¢nosti
International Humic Substances Society (IHSS). Jejich rozsah méteni byl u emise 200—
600 nm s krokem 10 nm a v ptipad¢ excitace 200480 nm s krokem skenovani rovnéz 10 nm.
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Meéieni fluorescence pomoci EEM spekter ukdzalo, ze pro mlady vyluh ze skladky jsou
charakteristické fluorescencni piky proteinového typu, zatimco pro stfedné stary a stary vyluh
poukazuji ziskand spektra na huminové kyseliny respektive fulvokyseliny. Prvni
fluorescenéni maximum bylo lokalizovano v oblasti 210-230 nm/340-360 nm  (Aex/Aem)-
Druhy pik byl lokalizovan v oblasti 270-280 nm/340-380 nm (Aex/Aem), coZ odpovida
fluoroforu proteinového typu. Tteti pik odpovidal fulvinové kyseling€ jejiz fluorescenéni
maximum bylo lokalizovano v oblasti 310-340 nm/420—440 nm (Aex/Aem)- Jako Ctvrta byla ve
3D EEM spektru lokalizovana huminova kyselina s polohou maxima 220-240 nm/420-
440 nm (Aex/Aem). Elementarni analyza prvki ukdzala, Ze se stafim skladky se sniZzuje obsah
uhliku, vodiku a dusiku, avSak obsah kysliku se zvySuje. Huo a kol. dospéli k zavéru, ze
aromatické uhlovodiky a casti alifatickych funkénich skupin byly hojnéji zastoupeny ve
vzorcich vyluhil s rostoucim staiim skladky.

Studiem vlivu piidavku latky na bazi hné€dého uhli do riiznych pid se zabyvalo nékolik
autorti. J. Kwiatkowska a kol. [26] podrobili studii vzorky podzolové pudy, které byly
obohaceny ptidavkem ptipravku na bazi hnédého uhli, ktery se nazyva Rekulter (R). Toto
upravené¢ hnédé uhli se hojné vyuziva v polském zemédélstvi. Po sedmi letech byly vzorky
pud analyzovany. Z kontrolniho vzorku ptidy a vzorku, ktery byl obohacen ptidavkem R byly
extrahovany huminové kyseliny (HAs). VSechny HAs byly charakterizovany pomoci
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci a méfenim fluorescence pomoci EEM
spekter. Pro 3D EEM spektra byla zvolena oblast emise vrozmezi 400—600 nm se
skenovacim krokem 5nm a oblast excitace vrozmezi 300-500 nm s krokem 5nm za
sekundu. Dale byl lokalizovan dominantni pik huminové kyseliny v oblasti 446/500 nm
(Aex/Aem) @ vedlejsi fluorescenéni maximum 392/500 nm (Aex/Aem). J. Kwiatkowska a kol.
stanovili vyssi obsah uhliku v obohacenych ptidach, zatimco v huminovych kyselinach byly
mezi obohacenou a neobohacenou ptidou zjiStény vyznamnéjsi rozdily. HAs z obohacenych
pud vykazuji vyssi obsah karboxylovych skupin a maji vice aromaticky charakter, zejména
pak HA extrahovand z ptdy s nejvyssi davkou piipravku Rekulter.

Dorota Gotgbiowska a kol. [27] studovali optické vlastnosti huminovych latek (HS)
pochazejicich ze sedimenti dimiktického jezera Marta (ML) a meromiktického jezera Czarne
(CL). HAs ziskané z hloubkovych vzorkli obou jezer byly podrobeny fluorescenéni analyze.
Byla analyzovéna emisni spektra pii vlnovych délkach excitace 310 nm, 380 nm, 405 nm
a 440 nm (tedy ctyfi pro kazdou zkoumanou HA). Kazda z téchto vinovych délek generuje
fluorescenci HA, jejiZ intenzita a pozice maxima v emisnim spektru se méni. Ukazuje se, Ze
intenzita fluorescence HA z meromiktického jezera (CL) je ve vSech ptipadech vyssi nez
odpovidajici hodnoty HA z dimiktického jezera Marta (ML). Déle bylo zjiSténo, Ze umistnéni
fluorescenéniho maxima emise ve spektru HA z meromiktického jezera jsou posunuty
smérem ke krat§Sim vlnovym délkam, s vyjimkou fluorescenéniho maxima generovaného
excitaci pii A=380 nm. Pozice fluorescen¢niho maxima emise je 475-480 nm generované¢ho
pti A=380 nm je stejnd pro HAs z obou jezer.

Jeden z faktorti ovlivitujici fluorescenci huminovych kyselin je koncentrace a to diky
efektu vnitiniho filtru (IFE). IFE zptsobuje pii vysSSich koncentracich vzorku (kolem
50 mg-dm™) velké odchylky &imZ narusuje linearni vztah mezi intenzitou fluorescence
a koncentraci méfeného vzorku. M. C. G. Antunes a kol. [28] zkoumali vliv koncentrace
huminovych a fulvinovych kyselin na jejich intenzitu fluorescence. Pii modelovani 3D EEM
spekter byl pouzit krok excitace 5nm a emise rovnéz 5 nm. Méfeni spekter probéhlo
v oblastech 200,1-700 nm u emise a 200,5-675,1 nm u excitace, coz odpovida oblasti, ktera
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byla zvolena v této bakalaiské praci. Také pouzity krok je znaSeho pohledu optimalni,
protoze musime najit kompromis mezi pozadovanou piresnosti a ¢asovou narocnosti méieni
(méfeni skenu vyty€eného témito oblastmi excitace a emise s vySe zminénym krokem trvé asi
1 hodinu). 3D EEM spektrum huminovych latek HS je vétSinou charakterizovano pfitomnosti
fluorescenéniho maxima se Sirokym emisnim pdsem. Ve spektrech je Casto pfitomen ostie
ohrani¢eny pas fluorescencnich maxim, které vznikaji rozptylem svétla. Tento pas pikd je
vice patrny u vzorkd huminovych latek s niz$i koncentraci, kde je fluorescen¢ni signal slaby.
V této praci pouzili k odstranéni téchto fluorescencnich maxim metodu MCR-ALS
(Multivariate curve resolution alternating least squares). Dale bylo zjiSténo, Ze intenzita
fluorescence roste linearné spolu se vzrustajici koncentraci jen v omezenych koncentracich
huminovych latek ve vzorku. Nelinedrni pribéh kiivky byl pozorovan u téchto vzorka
v rozmezi koncentraci 30-60 mg-dm™, coZ je zptisobeno efektem IFE.

Jie Chen a kol. prezentovali emisni spektra HA s maximem kolem 510 nm. Synchronni
fluorescencni spektroskopie poskytuje vyssi citlivost a zlepSeni rozeznani fluorescencnich
maxim ve srovnani s tradicnimi emisnimi fluorescenénimi technikami. Synchronni excitaéni
spektrum HA pfi AA=20 nm je charakterizovano ostrym hlavnim pikem kolem 460 nm a dvé
mensi fluorescencni maxima pii 480 a 490 nm. Pti pfepoctu fluorescencnich maxim na pozice
odpovidajicich emisnich pikl byly zjistény tyto hodnoty 480, 500 a 510 nm. [32]

T. M. Miano a kol. studoval pomoci synchronni fluorescenéni metody huminové latky
izolované z riznych pudnich matric. Huminové a fulvinové kyseliny byly podrobeny studiu
pfi riznych koncentracich a hodnotach pH. V této studii byl pouZit riizny rozdil vinovych
délek a to vrozmezi AL 12-90 nm. Hlavni fluorescenéni maximum se v synchronnim
excitaénim spektru posouvalo k vy$§im vinovym délkdm v rozmezi 424-476 nm a to pii
klesajici hodnoté AA. Intenzita fluorescence se zvySovala s rostouci koncentraci huminovych
latek. Pfi koncentracich vyssich jak 70 mg-dm™ byla intenzita prakticky stejnd a dominantni
pik byl lokalizovan pti 473—475 nm a AA=18 nm. Vedlejsi fluorescencni piky se zacaly ve
spektru vyskytovat s klesajici koncentraci vzorkd. Tyto piky byly lokalizovany v oblastech
404-405, 457-458 a 493 nm. [33]

Synchronni fluorescenéni metoda zvlasté 3D SFS (Total synchronous fluorescence scan) je
hojné vyuzivana v oblastech stanoveni ropnych produkti (nafty, benzinu a petroleje) a
motorovych oleji [36], huminovych latek a jejich frakci a kpfesnéjsi lokalizaci
fluorescenénich maxim oproti métici metodé EEM. [37]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace je studium huminovych latek (huminovych kyselin a fulvokyselin)
pomoci fluorescenéni spektroskopie, za pouziti 3D emisné excitaéni metody. Dalsim cilem
prace bylo zefektivnit méfeni touto metodou, nalézt optimalni parametry nastaveni a nasledné
zpracovani naméfenych dat v 3D spektra. Nalézt pripadné rozdily v pozicich hlavnich
fluorofort vzorki HAs, FAs ajejich relativnich intenzit a nasledné porovnat vysledky
s literaturou, ptipadné se standardem FA Elliott. Vysledky této prace by meély ukazat na
rozdily mezi HAs a FAs a také mezi konkrétni matrici.

Kazdy z péti vzorkli byl nejprve prométen v oblasti vinovych délek 300—600 nm (emise)
a300—600 nm (excitace), zdivodu nutnosti ziskdni informaci o pfiblizné poloze
fluorescen¢nich maxim a ureni optimalniho budiciho napéti xenonové lampy
spektrofluorimetru. 'V druhé fézi bylo uZz méfeni sméfovano na specifické oblasti
s pravdépodobnym vyskytem fluorescenénich maxim, za ucelem co mozna nejpiresnéjsiho
urceni jejich polohy nebo relativni intenzity.

3.1 Priprava vzorki

3.1.1 Pouzité chemikalie

e hydroxid sodny (p.a.), Lachema, Lach — Ner s.r.o0., Neratovice,
e hydroxid sodny Normanal 1 mol-dm'3, Lachema, Lach — Ner s.r.o., Neratovice.

3.1.2 Pouzité vzorky huminovych latek

e standard fulvinové kyseliny Elliott Soil II (2S102F) dodavany spolec¢nosti IHSS,

e huminova kyselina, pudni typ kambizem modélni z lokality Vatin, pfipravena
kolektivem MZLU AF Brno,

e fulvinovd kyselina, pidni typ kambizem modalni zlokality Vatin, pfipravena
Dr. Fasurovou a Evou Rubinkovou,

e lignitickd huminova kyselina, pfipravena Dr. Fasurovou,

e humat 04/06, ptipraveny Dr. Kucerikem.

Tab. 1 Elementdrni analyza standardu FA Elliott Soil a FA kambizem Vatin (v hmot. %)

Vlhkost Popel .
FA () () H () () Z
C [%] O [%] [%] N [%] %] %] droj
Standard 50,12 30,64 4,28 3,75 10,20 1,01 [30]
Kambizem | 56,33 34,02 4,41 5,37 14,19 17,08

Analyza vzorku fulvokyseliny Vatin byla provedena na Strojirenském zkuSebnim Ustavu
Brno, CHNS/O Analyzator PE 2400.

Obsah popela ve vzorku FA byl mé&fen metodou TGA, TA Instruments Q5000IR, teplotni
rezim do 800 °C, Dr. Kucerik.
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3.1.2.1 Popis pidniho profilu kambizemé Vatin

Puidni vzorky byly odebrany z humusového horizontu (0 — 20 cm) kambizemé modalni na
VPS Vatin, AF MZLU v bramboraiské vyrobni oblasti. Lokalita se nachazi v oblasti Cesko-
moravské vrchoviny v nadmoiské vysce kolem 530 m n. m.. Jedna se o slabé mirné teplou
klimatickou oblast s primérem rocnich srazek 621 mm, které jsou zarovenn hlavnim
limitujicim faktorem padni urodnosti. Pidni typ je klasifikovan jako kambizem modalni,
varieta kysela, na rule, piidni druh; leh¢i sttedni zemina (Némecek a kol. 2001).

e Aop (0 az 23 cm) — ochricky humusovy horizont, ordn pted zalozenim stavajiciho
pokusu; barva za vlhka hnéda 7,5YR4/4 az 4/3; struktura drobtova, v drnu stfedné,
pod drnem slabé vyvinutd; pis¢ito-hlinitd s pfimesi kameni ve spodni ¢asti horizontu
(do 10 % skeletu); vlhka az vlaha, neplasticka.

e Bv (23 az 49 cm) — kambicky horizont; barva za vlhka rezavohnéda 7,5YR4/6; bez
zietelné struktury; silné kamenitd, stfedni (jemnozem piscCito-hlinitd), s hloubkou
rychle roste obsah i velikost skeletu (nejvétsi o velikosti 28 cm, jsou slabé zaoblené,
slabé az stfedn¢ zvétralé); jemnozem vlahd, drobivé; slabé prokofenéni pouze ve
svrchni ¢asti horizontu, hloubéji zadné, prechod pozvolny.

e BC (49 cm a vice) — pfechodny horizont; barva za vlhka rezavohnédd az hnéda
7,5YR4/6 az 7,5YR4/4 diky tmavé zbarvenym pisCitym casticim s podilem biotitu;
slab&é zaoblené, vzdjemné zaklinéné kameny biotitické ruly predstavuji asi 80 %
hmoty.

Tab. 2 Elementarni analyza huminovcych kyselin a humdatu (v hmot. %)

HA C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%]
kambizem 52,79 32,66 5,17 4,18 5,2
lignit 57,5 32,1 5,1 2,5 2,8
humat 04/06 41,53 28,45 2,99 1,12 25,91

3.1.3 Pouzité pristroje a metody

e Aminco Bowman Series 2, program AB2 (fluorescencni spektroskopie),
e OriginPro 6.1 (zpracovani dat),
e Powersonic UCC 1 (ultrazvuk).

3.1.4 Priprava roztoku huminovych a fulvinovych kyselin

Roztoky o koncentraci 0,05 g-dm™ byly piipraveny nasledujicim postupem. Navézka
0,0025 g kyseliny byla kvantitativng pfevedena do 50 cm® odmérné baiiky a doplngna 0,5 M
roztokem NaOH po rysku. Vzorky kyselin byly protiepany a dale byly ponechany 1-2 dny
v lednici ke stabilizaci. Pfed vlastnim méfenim byly vzorky vzdy dikladné protfepany.

Vzorek pudni huminové kyseliny z lokality Vatin byl pifipraven nésledujicim postupem.
Pro optimalizaci méfeni byla koncentrace roztoku zvolena na 0,055 g:dm™. Navéazka
0,00275 g kyseliny byla kvantitativn& ptevedena do 50 cm® odmérné baiiky a doplnéna 0,5 M
roztokem NaOH po rysku. Vzorek kyseliny byl vlozen na 15 minut pod ultrazvuk a dale byl
ponechédn 1-2 dny v lednici ke stabilizaci. Pied vlastnim métfenim byl vzorek dukladné
protiepan.
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3.1.5 Priprava roztoku hydroxidu sodného

Roztok o koncentraci 0,1 mol-dm™ byl piipraven z normanalu o koncentraci 0,1 mol-dm™
jeho dopln&nim destilovanou vodou na objem 1000 cm’. (vyrobce Lach-Ner s.r.o0.)

Roztok o koncentraci 0,5 mol-dm™ byl pfipraven z normanalu o koncentraci 1 mol-dm™
a jeho zfedénim destilovanou vodou na polovinu. (vyrobce Lach-Ner s.r.0.)

3.1.6 Extrakce huminovych latek

3.1.6.1 Extrakce huminovych kyselin z pad

Izolace HA byla provedena podle standardni metody spole¢nosti THSS. [31] Vychozi
mnozstvi pfedem vysusSené a prosité pudy (jemnozemé, 1 mm) bylo 100 g. K ptidé€ byl pfidan
roztok 10% HCI a smés byla michana po dobu 1-2 hodin. Po negativnim pozorovani vzniku
CO; byl ke srazeniné pfidan roztok 0,05 M HCI. Po negativni reakci na vapenaté ionty byla
srazenina promyta destilovanou vodou. Po negativni reakci na chloridové ionty byl ke
srazenin¢ piidan roztok 0,1 M NaOH a smési bylo tfepano 7-8 hodin. Potom byla smés
ponechdna 6 hodin stat a nasledn& se roztok odstfedil (15 min, pfi 5000 ot.-min™). Eluce
pomoci NaOH a odstfed’ovani byly provedeny dvakrat. K precipitovani (vysraZzeni) HA dojde
po pridavku takového mnozstvi HCI az je roztok okyselen na hodnotu pH=1. Supernatant
(roztok) obsahujici FA se sbira do nadoby. SraZenina HA byla dekantovdna destilovanou
vodou, promyta vodou a piecisténa smési 0,5% roztoku HCl a HF. Nasledn¢ byla HA
dialyzovana v membranach SpectraPor o molekulové hmotnosti MWCO 3500 a vymraZeny
pfti teploté —50°C.

3.1.6.2 Extrakce fulvinovych kyselin z pad

Extrakce FA byla provedena adsorpci na hydrofobni pryskytici Supelite v kolon¢. Supelite
byl nejprve aktivovan v koloné¢ v H' cyklu (0,1 M HCI) a po nasorbovani FA zroztoku na
Supelite byla provedena desorpce pomoci roztoku NaOH (0,1 M). Roztok FA byl pak
dialyzovan v membranach SpectraPor o molekulové hmotnosti MWCO 1000. Izolovany
roztok fulvokyselin byl nasledné ptecistén smési HCl a HF. Dialyza se provadi v destilované
vodé, jeden tyden a pak se FA vymrazi pii —50°C.

3.2 Fluorescencni spektroskopie

3.2.1 Instrumentace

Zdrojem svétla fluorescencniho spektroskopu Aminco Bowman Series 2 je xenonova
lampa. Svételny svazek paprskii produkovany touto lampou prochazi pies prvni, excitacni
monochromator do kiemenné kyvety se vzorkem. Pfi pruchodu vzorkem dochazi k emisi
zateni, ktera néasledné projde ptes druhy, emisni monochromator a je zachycen detektorem
spektroskopu. Ziskana data jsou dale vyhodnocena pomoci programu AB2.
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Obr. 5 Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2

3.2.2 Pracovni postup

3.2.2.1 Podminky méreni

teplota méteni 20°C (u vzorku kontrolovana termostatem a v laboratofi klimatizaci),
Sitka Stérbiny (bandpass) 4 nm na excitatnim a emisnim monochromatoru,

nastaveni monochromatorti (350/397), u excitacniho 350 nm a 397 nm na emisnim,
citlivost ptistroje 60 %,

budici napéti nejcastéji v rozmezi 890-1025 'V,

emisni sken v oblasti 300—600 nm,

excitacni sken v oblasti 300—600 nm,

kiemenna kyveta ze skla Spectrosil o tloustce 1 mm,

v pripadé méfeni synchronnich spekter byl rozsah méteni ménén od 200 do 600 nm,
pii razné hodnoté rozdilu mezi monochromatory (AA=15az 150 nm), s krokem
méfeni 5 nm.

3.2.2.2 Seznameni s technikou pristroje Aminco Bowman Series 2

zkouSeni rtznych parametrti nastaveni pfistroje (rizné budici napéti, autorange,
nastaveni monochromatort, rozdilné oblasti skenti, rtizné velikosti krokli méfeni),
méteni synchronnich 3D spekter a 3D emisné excitacnich spekter (EEM).

3.2.2.3 Meéreni vzorku

Byly pfipraveny vzorky huminovych a fulvinovych kyselin nejcastéji o koncentraci
¢ =0,05 g-dm™. Jak vzorky huminovych tak i fulvinovych kyselin byly rozpustény v 0,5 M
NaOH a jejich pH zistalo na vychozi hodnoté, ktera byla vétsi nez pH 12. Abychom ziskali
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homogenni roztoky byly vzorky dikladné protfepany, piipadné byly vlozeny pod ultrazvuk.
Takto pfipravené vzorky byly ponechany v lednici 1-2 dny ke stabilizaci.

Méfteni fluorescencnich 3D emisné excitacnich a 3D SFS spekter bylo realizovano za
pouziti kiemenné kyvety (material Spectrosil), ktera propousti elektromagnetické zafeni
v rozsahu vlnovych délek 170—-2700 nm.

Nejprve byla spusténa xenonova lampa a dale samotny pfistroj Aminco Bowman Series 2.
Nésledovalo spusténi pocitace s vyhodnocovacim programem AB2. Pfed samotnym méfenim
byl vzorek v kyveté vytemperovan na pozadovanou teplotu (20°C) pomoci termostatu.
Nasledné byly nastaveny parametry pro export naméienych dat a ptihlaSeni uzivatele do
fidiciho programu AB2. Po iniciaci instrumentace byly nastaveny parametry méfeni (Sifka
Stérbin, monochromatory, citlivost, budici napéti nejcastéji funkci autorange, velikost kroku
méteni, velikost AL...). Nasledovalo pojmenovani souboru a spusténi samotného méieni.
Ziskana spektralni data byla zpracovana programy OriginPro 6.1 a Microsoft Excel.

3.2.2.4 Zpracovani spektralnich dat

Naméiend data u3D emisné excitacnich skenli byla exportovana programem AB2 ve
form¢ textovych souborti, kterd bylo nutné nésledné zpracovat a vymodelovat znich 3D
spektra pomoci vyhodnocovacitho programu Origin. Méfeni je totiz zalozeno na
zaznamenavani hodnot emise pii pevném excitaénim kroku a tudiz hodnoty lezici mezi dvéma
kroky excitace musi byt dopocitany programem AB2. Tento zpiisob zdznamu 3D spekter je
v soucasné dobé Casto pouzivanou metodou a nasledné programové zpracovani je nezbytné
pro tvorbu vysledného 3D emisné excita¢niho spektra nebo jeho horizontalnich fezi.

Podobnym zptisobem byly zpracovany data z 3D synchronni fluorescenc¢ni spektroskopie.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Fluorescen¢ni spektroskopie huminovych latek

3D emisné excitacni spektra roztokd huminovych latek byla méfena na spektrofluorimetru
Aminco Bowman Series 2. Nejprve byly provedeny orientaéni skeny k vybéru optimalniho
nastaveni pfistroje. Jeden z dilezitych parametrti je nastaveni citlivosti pfistroje, které primo
souvisi s meficim napétim. Nastaveni téchto dvou parametri ovliviiuje velikost relativni
fluorescenéni intenzity (R.F.I.), ktera mtize nabyvat hodnot 0-9,99. Vysoké hodnoty relativni
fluorescenéni intenzity pii méfeni mohou posSkodit detektor, proto je optimalni nastaveni
citlivosti spektrofluorimetru 60 %. Optimalni hodnotu méticiho napéti pii dané citlivosti
ptistroje zajistuje funkce Autorange. Méfici napéti miize nabyvat hodnot 0-1275 V. Funkci
Autorange byly urc¢eny hodnoty optimalniho napéti ke kazdému vzorku. V ptipadé nékterych
méteni bylo napéti nastaveno na pozadovanou hodnotu pro korigovani vysledkii spekter.
Hodnoty méticiho napéti se béhem vSech méfeni pohybovaly v rozmezi 890-1025 V.

Mg¢fici ptistroj umoziiuje volbu nastaveni §itky Stérbin obou monochrométord v rozsahu 1-
16 nm. Nejvhodngjsi nastaveni S§ifek Stérbin obou monochromatort v pfipadé vzorka
huminovych latek je Sitka 4 nm.

Vychozi nastaveni monochromatori pro meéfeni excitacnich a emisnich spekter bylo
u emisnitho 397 nm a uexcitaénitho 350 nm. V pifipadé 3D spekter je toto nastaveni
monochromatorti béhem méteni ménéno podle zadani rozsahu a kroku méfeni.

Vlastni méfeni 3D fluorescen¢nich spekter vzorki huminovych latek se stava z nékolika
fazi. V prvnim kroku byla u3D emisn¢ excitatniho spektra prométfena oblast excitace
v rozmezi 300—-600 nm se skenovacim krokem 5 nm a oblast emise v rozmezi 300-600 nm se
skenovacim krokem 5 nm za sekundu. Pii takovém nastaveni mame piehled o pfiblizné
poloze hlavniho fluorescenéniho maxima a jsme schopni identifikovat vedlejsi fluorescenéni
piky. Doba méteni tohoto 3D emisné excitacniho spektra je cca 60 minut.

V druhém kroku byly urCeny pfiblizné polohy vybranych fluorescenénich maxim, do
kterych byly sméfovany oblasti skenovani s niz§im krokem méteni. V druhém kroku se jiz
oblasti skent liSily podle méfeného typu vzorku. Pro udéani ptesnych poloh fluorescencnich
maxim byl stanoven skenovaci krok excitace na 1 nm a skenovaci krok emise na 1 nm za
sekundu. Doba méfeni téchto spekter se pohybovala v rozmezi 40-80 minut pro jedno
maximum.

Vzorky huminovych latek byly pfi méfeni temperovany na teplotu 20°C a tato teplota byla
po celou dobu méteni udrzovana pomoci termostatu.

Béhem prvni faze méfeni byly u naSich vzorkli huminovych latek lokalizovany 1 az 3
fluorescenéni maxima, jejichz polohy byly ve druhé fazi uptfesnény s pozadovanou piesnosti
na 1 nm. Tyto maxima byly popsany pomoci jejich relativnich intenzit fluorescence (R.F.I.),
nichz prvnimu maximu odpovidala vzdy nejvyssi relativni intenzita fluorescence.

4.1.1 Vzorek huminové kyseliny a humatu pochazejicich z lignitické matrice

Cilem experimentu bylo urcit hlavni fluorofory ve vzorku lignitické huminové kyseliny
a humatu ptipraveného ze stejné matrice. Podle literdrnich tdaji maji pidni a lignitické HA
typu II podle rozdéleni v praci Senesi a kol. 1991 celkem 3 piky, tedy tii fluorofory. Hlavni
jsou dva a to pfi excitaci 450 nm a 468 nm. Tato maxima byla jiz diive ovéfena v méfeni
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excitacnich spekter. Dal$i pik maji tyto vzorky pii excitaci niz8i nez 400 nm, kdy tato excitace
je malo intenzivni. V ptedchozi diplomové praci [34] vSak byly identifikovany metodou EEM
pouze 2 piky u huminové kyseliny a u humétu jen jedno maximum. Zaméteni této Casti
bakalarské prace bylo nalézt dosud neupfesnéna maxima.

Vzorek lignitické huminové kyseliny byl izolovan z lignitu (lokalita Mikul¢ice) a humat
byl ptipraven z izolované kyseliny titraci roztokem 0,5 M HCI na pH 7. Byly piedpokladany
rozdily v emisnich vlnovych délkach huminové kyseliny a humatu a také se predpokladala
pritomnost dalSich pikti v oblasti pod 400 nm. Pii této praci bylo nutné nalézt optimalni
nastaveni pro meéfeni a vyhodnocovani dat. Vysledky prace byly nasledné porovnany
s literarnimi udaji.

4.1.1.1 Méreni vzorku lignitické huminové kyseliny

Vzorek lignitické HA byl rozpuitén v 0,5 M roztoku NaOH o koncentraci 50 mg-dm™.
Prvni méteni bylo provedeno pii méficim napéti 990 V a je znazornéno na (Obr. 6). Ve
spektru je patrny dominantni pik, jehoz poloha byla v prvni fazi méfeni ur¢ena na 465/530 nm
(Aex/Aem). Dale ve spektru byla pfedpokladédna i ptitomnost men$ich fluorescenénich maxim
na které jsme se zaméfili v dal$im skenu.

R.F.I

550 300 Qf-'

Obr. 6 Fluorescencni 3D EEM spektrum vzorku HA lignitickd (¢ = 50 mg-dm™)

Po pfiblizném urceni polohy dominantniho piku nésledovalo zmenSeni kroku méteni
i skenované oblasti. Méfeni spektra dominantniho piku probéhlo v oblastech 480—600 nm
u emise a 440—480 nm u excitace s krokem skenovani 1 nm u excitace i emise. Takto byla
poloha maxima upifesnéna na 468/531 nm (Obr. 7) pii napéti 990 V a intenzita maxima byla
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6,648 R.F.I.. Poloha druhého fluorescencniho maxima (Obr.7) byla lokalizovana na
451/529 nm. Druhy fluorescenéni pik se nachazel v t€sné blizkosti hlavniho fluorescenéniho
maxima. Relativni intenzita fluorescence druhého maxima méla pfi tomto pouzitém napéti
hodnotu 5,977.
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Obr. 7 Horizontalni ez spektrofluorogramem 1. a 2. maxima HA ligniticka
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Me¢fteni spektra tietiho piku probehlo v oblastech 430-525 nm uemise a 330-370 nm
u excitace s krokem skenovani 1 nm u excitace i emise. Takto byla poloha maxima upfesnéna
na 364/472 nm (Obr. §) pfi napeti 990 V a intenzita maxima byla 4,771 R.F.I..
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Obr. 8 Horizontalni rez spektrofluorogramem 3. maxima HA ligniticka

V této Casti prace se podatilo presné lokalizovat vSechna hledand maxima a poloha tietiho
maxima se podafila upfesnit.

4.1.2 Vzorek humatu 04/06

4.1.2.1 Meéreni vzorku humatu 04/06

3D emisné excitacni spektrum (Obr. 9) bylo v prvni fazi proméfeno pii méficim napéti
895 V. Toto spektrum bylo ziskano prométfenim oblasti excitace v rozmezi 330-370 nm se
skenovacim krokem 5 nm a oblasti emise v rozmezi 430-525 nm se skenovacim krokem 5 nm
za sekundu. Ve spektru je patrné dominantni fluorescenéni maximum, jehoz poloha byla
v prvni fazi métfeni ur€ena na 365/475 nm (Aex/Aem)-

Nasledovalo zmenseni kroku méfeni a také skenované oblasti. Ve druhé fazi (Obr. 10) byla
poloha dominantniho fluorescenéniho maxima upiesnéna na 367/468 nm (Aex/Aem) S piesnosti
I nm. Spektralni oblast méla uemise velikost v rozmezi 430-525 nm, oblast excitace
vrozmezi 330-370 nm a pouzit¢ budici napéti bylo rovnéz 895 V. Relativni intenzita
fluorescence maxima méla hodnotu 2,102.
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Obr. 10 Horizontalni rez spektrofluorogramem nalezeného maxima humatu 04/06
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4.1.3 Zavér

Z vysledki fluorescenénich EEM spekter lignitickych vzorkt vyplyva, ze v ptipadé
huminové kyseliny byly nalezeny celkem tfi piky a u humatu jen jeden pik, coz bylo
zpisobeno nizkou hodnotou relativni intenzity fluorescence. V ptipadé vzorku humatu vsak
bylo nalezeno hledané maximum. Déle u téchto vzorkli nebyl zaznamendn vyznamny posun
druhého fluorescencniho maxima v oblasti excitacnich i emisnich vinovych délek.

Vysledky hlavnich fluorescenénich maxim vzorku lignitického humatu a lignitické
huminové kyseliny urcené v této bakalaiské praci jsou uvedeny v nasledujici tabulce modre,
ostatni tdaje jsou vysledky z ptedeslych studii (Fasurovd, DP Mlcoch 2008) a jsou také
pridany vysledky vyhodnocené metodou 3D SFS ( DP Konec¢na 2009) z diivodu porovnani
vysledkt téchto dvou metod. Presnéjsi vysledky poskytuje metoda EEM, protoze krok méteni
byl v tomto pfipad¢ 1 nm, zatimco u metody 3D SFS byl krok méfeni 5 nm. Z tabulky ¢islo 3
vyplyva, Ze byla zjisténa shoda u prvniho fluorescenéniho maxima humitu a to obéma
metodami, pficemz maly rozdil byl pozorovan u druhého piku, ktery byl posunut k nizsi
vlnové délce emise. Vysledky prvnich pikl lignitickych vzorkli odpovidaji pozici standardu
LHA pti 454/511 nm (Aex/Aem), kdy uvedend pozice piku je lokalizovéna s presnosti
+ 7 nm. [23] Fluorescen¢ni spektrum je také uvedeno na webovych strankach IHSS, kde vSak
piesnou polohu excitace a emise nelze urcit presné. [31]

Vysledky v tabulce 3 uvedené Cerné jsou pievzaty z diplomové prace T. Mlcocha 2008,
ktery lokalizoval fluorescenéni maximum lignitické HA v oblasti 395/490 nm (Aex/Aem)
a hlavni fluorescenéni pik humatu 04/06 byl lokalizovan v oblasti 359/465 nm (Aex/Aem)-

Tab. 3 Vysledky méreni hlavnich fluorescencnich maxim lignitickych vzorkit a porovnani
s literarnimi udaji (DP T. Mlcoch 2008, S. Konecna 2009)

3D EEM 3D SFS
Maximum 1 Maximum 2 | Maximum 3 | Maximum 1 | Maximum 2
Nazev vzorku Aex/Aem Aex/Aem Aex/Aem Aex/Aem Aex/Aem
humat 04/06 | Aex>451/Aer™>500 |  451/528 359/465 467/502-547 | 438-458/468
HA lignit 468/531 451/529 364/472 - -
HA lignit - 395/490 355/458 - -
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4.1.4 Vzorky fulvinovych kyselin

4.1.4.1 Méreni vzorku standardu fulvinové kyseliny Elliott Soil II (2S102F)

Vzorek standardu fulvinové kyseliny byl rozpustén v 0,1 M roztoku NaOH o koncentraci
50 mg-dm™. Prvni méfeni bylo provedeno pi¥i méFicim napdti 930 V a je zndzornéno na
(Obr. 11). Ve spektru je patrny dominantni pik, jehoz poloha byla v prvni fazi méfeni urcena

na 358/450 nm (Aex/Aem)-
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Obr. 11 Fluorescencni 3D EEM spektrum vzorku Elliott Soil I (50 mg-dm™)

Po pfiblizném urceni polohy dominantniho piku nésledovalo zmenSeni kroku méteni
i skenované oblasti. Méfeni spektra dominantniho piku probéhlo v oblastech 410-490 nm
u emise a 320-380 nm u excitace s krokem skenovani 1 nm u excitace i emise. Takto byla
poloha maxima upfesnéna na 356/445 nm (Obr. 12) pii napéti 930 V a intenzita maxima byla
8,654 R.F.I.

Podle udaji v literatute [23], [33] maji fulvokyseliny (FA) hlavni fluorescencni piky
ptitomné pii nizsich hodnotach vinové délky excitace i emise oproti huminovym kyselindm
(HA). V této praci se podafilo metodou 3D EEM najit jen jeden pik.
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Obr. 12 Horizontalni rez spektrofluorogramem maxima standardu Elliott Soil 11

4.1.4.2 Zavér

Vzorek standardu fulvinové kyseliny Elliott Soil II byl pouzit v prvni fad¢ jako referencni
materidl. V souCasnosti je kdispozici standard FA Elliott Soil II, jehoz polohy
fluorescen¢nich maxim jsou uvedeny v praci Alberts, Takacs 2004. [23] V této studii jsou
popsana dvé fluorescenéni maxima, kterd jsou lokalizovdna v oblastech 226/431 nm
a 335/447 nm (Aex/Aem). Alberts a kol. [23] zvolil pro studium téchto maxim skenovaci krok
7 nm u excitace i emise. Fluorescencni spektrum je také uvedeno na webovych strankach
IHSS, kde vsak ptesnou polohu excitace a emise nelze urcit. [31]

Porovnanim nami namétenych vysledka s publikovanymi vysledky Albertse a kol. bylo
zjisténo, ze lokalizace druhého fluorescencniho piku je téméf shodnd. Zmeéna nastala
v ptipadé excitacni vinové délky, kde byl zaznamenan posun k vyssi vinové délce.

Prvni maximum bylo ovlivnéno pfitomnosti rozptylu svétla v méfeném spektru EEM
a proto nedoslo k jeho lokalizaci. Rozptyl svétla splyval s hlavnim pikem. Z tohoto divodu
byl tento vzorek proméien v diplomové praci S. Konecné 2009 metodou 3D SFS a hledalo se
vhodné nastaveni méteni, tak, aby bylo mozné tento pik zaznamenat. Metoda 3D SFS byla
vhodna pro nalezeni tohoto fluoroforu, ktery byl lokalizovan v oblasti 450/475 (Aex/Aem)- [35]
Vysledek méteni ve formé pozice piku byl pfidan do tabulky ¢islo 4.
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4.1.4.3 Méreni vzorku ptdni fulvinové kyseliny

3D emisné excitacni spektrum (Obr. 13) pudni fulvinové kyseliny (pidni typ kambizem,
lokalitaVatin) bylo v prvni fazi proméfeno pii méticim napéti 850 V. Toto spektrum bylo
ziskano prométenim oblasti excitace v rozmezi 300450 nm se skenovacim krokem 5 nm a
oblasti emise v rozmezi 300-600 nm se skenovacim krokem 5 nm za sekundu. Ve spektru je
patrné dominantni fluorescenéni maximum, jehoz poloha byla v prvni fazi méfeni uréena na
360/455 nm (Aex/Aem)-

Nasledovalo zmenseni kroku méfeni a také skenované oblasti. Ve druhé fazi (Obr. 14) byla
poloha dominantniho fluorescenéniho maxima upfesnéna na 353/446 nm (Aex/Aem) S presnosti
I nm. Spektralni oblast méla uemise velikost vrozmezi 420-480 nm, oblast excitace
v rozmezi 330-380 nm a pouzité budici napéti bylo 915 V. Relativni intenzita fluorescence
prvniho maxima méla pii tomto pouzitém napéti hodnotu 9,134.

V dalsi casti prace bylo ukolem aplikovat metodu 3D SFS k lokalizaci neuptesnéného
druhého maxima vzorku fulvinové kyseliny. Vysledky zpracovéani fezu 3D synchronniho
spektra jsou uvedeny na obrazku 15, kde se podafilo nalézt optimalni nastaveni mezi
monochromatory AA=45nm a podafilo se vyhodnotit hledané¢ maximum 397/442 nm
s ptesnosti £ 5 nm.

Obr. 13 Fluorescencni 3D EEM spektrum vzorku piidni fulvinové kyseliny (50 mg-dm™)
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Obr. 14 Horizontalni rez spektrofluorogramem hlavniho maxima piidni fulvinové kyseliny
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Obr. 15 Horizontalni ez 3D SFS spektrofluorogramem maxima piidni fulvinové kyseliny
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4.1.4.4 Zavér

Vysledné spektrofluorogramy vzorku padni fulvinové kyseliny Vatin byly porovnany
s fluorescenénimi maximy standardu FA Elliott Soil II. Poloha hlavniho fluorescenéniho piku
vzorku Vatin byla téméf totozna s lokalizaci dominantniho maxima standardu FA. Rozdil
vlnovych délek upfesnénych maxim byl u excitace 3 nm a uemise 1 nm. Dal§i maximum
bylo ovlivnéno nezéddoucim rozptylem svétla, a proto nedoslo k jeho lokalizaci metodou
EEM. Z tohoto diivodu byla pouzita metoda 3D SFS, ktera pfi méteni udrzuje konstatni rozdil
mezi nastavenim monochromatortt AL. Ve spektru se pak zaznamenava zavislost relativni
intenzty fluorescence na emisni vinové délce a hodnoté AA. Vysledné spektrum bylo nalezeno
v oblasti AA=30-45 nm. Fluorescen¢ni maximum bylo v tomto spektru lokalizovano pfi
excitaci a emisi 397/442 nm (viz. obr.15). Pfi porovnéni téchto vedlejSich pik( lze
konstatovat, ze pozice druhého piku vzorku FA Kambizem je pozorovana pii niz$i vinové
délce emise. Tento rozdil je zplsoben rozdilnou lokalitou odbéru a také padniho typu.
Vysledky uvedené vySe potvrzuji, ze ve spektrech EEM nebo 3D SFS fulvokyselin jsou
ptitomny dva piky (Alberts a kol.). [23]
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4.1.5 Vzorek huminové kyseliny

4.1.5.1 Méreni vzorku piidni huminové kyseliny

Vzorek pudni huminové kyseliny (pidni typ kambizem, lokalitaVatin) byl nejdiive
proméien v celé oblasti s krokem excitace a emise 5 nm. Vysledné 3D EEM spektrum
pofizené pii budicim napéti 980 V je zndzornéno na (Obr. 16). Na zaklad¢ literarnich udajt
bylo ptedpokladano, ze hlavni piky budou pfitomny v oblasti vysSich vlnovych délek pti
porovnani se vzorky FA. [33] Ve spektru EEM byly fluorescen¢ni maxima vice ovlivnény
nezadoucim rozptylem svétla, nez v pripad¢ fulvokyselin, zvlasté fluorescencni pik v oblasti
niz8ich vlnovych délek.
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Obr. 16 Horizontdlni ez spektrofluorogramem piidni huminové kyseliny (55 mg-dm™)

Nasledovalo zmenSeni kroku méfeni a také skenované oblasti. M¢cfeni spektra
dominantniho piku umisténého v oblasti vysSich vinovych délek probéhlo v rozmezi 470 —
485 nm u excitace a 510-540 nm u emise. Ve druhé fazi méteni byla poloha fluorescencniho
maxima stanovena na 482/510-513 nm (Aex/Aem) (Obr. 17) pifi napéti 995V a relativni
intenzita maxima byla 9,311.

Dale bylo lokalizovano vedlejsi fluorescenéni maximum, které se nachazelo v oblasti
nizsich vlnovych délek. Poloha tohoto vedlejsiho piku byla uréena na 314/462 nm (Obr. 18)
s presnosti na 1 nm. Spektralni oblast méla u emise velikost v rozmezi 460—480 nm, oblast
excitace v rozmezi 300-315 nm a pouzité budici napéti bylo opét 995 V. Relativni intenzita
fluorescence maxima méla pii tomto pouzitém napéti hodnotu 0,941.
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Obr. 18 Horizontadlni rez spektrofluorogramem vedlejsiho maxima pudni HA

515

520

526

Emise [nm]

530

535

540

2,500
3,500
4,000
4,500
5,000
5,500
6,000

. 6,500

7,000
7,500
8,000
8,500
9,000
9,250
9,500

17 Horizontalni rez spektrofluorogramem dominantniho maxima pudni HA

300

460 462 464 466 468 470 472 474 476 478 480

Emise [nm]

0,6000
0,6300
0,6600
0,6900
0,7200
0,7500
0,7800

- 0,8100
. 0,8500

0,8900
0,9100
0,9200
0,9300
0.9420
1,000

40



Tteti maximum bylo vyhodnoceno v DP Kone¢nd metodou 3D SFS pii 416-421/514 nm
(Aex/Aem)-

4.1.5.2 Zavér

V této praci byly nalezeny ve fluorescenénim spektru ptidni HA dvé maxima. Treti
maximum bylo ur¢eno v jiné praci. [35] Celkem byly ve vzorku pidni huminové kyseliny
pritomny tfi fluorescenéni maxima. Podobné tomu bylo i v pfipadé lignitické HA (viz.
tabulka 4). Vysledky pozic pik vSak ptesné nesouhlasi, coz mlze byt zpisobeno pidnim
typem vybraného vzorku.

Pii porovnani piku méfené pidni huminové kyseliny se standardem HA Elliott Soil [34]
byla zjisténa pozice piku pii 467/534 nm (Aex/Aem). Rozdily mezi vysledky téchto dvou vzorkt
nastaly v pfipad¢ excitacni i1 emisni vinové délky. Excitacni vinové délka byla posunuta
k vys$sim vinovym délkdm s rozdilem 15 nm a emisni vinova délka byla posunuta k niz§im
délkdm emise srozdilem =24 nm. V 3D EEM spektru bylo druhé maximum ovlivnéno
nezadoucim rozptylem svétla a znemoznovalo jeho ptesnou lokalizaci. Proto byl vzorek
HA Vatin prométen synchronni fluorescencni metodou.
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5 ZAVER

Bakalafska prace byla zaméfena na méfeni, zpracovani a vyhodnoceni emisné excitacnich
fluorescenénich spekter vzorka huminovych a fulvinovych kyselin. Ukolem prace bylo uréit
hlavni flurofory vzorkli piidni HA, FA, dale standardu FA a ovéfit pfipadné rozdily mezi 3D
EEM spektry lignitické HA a lignitického humatu.

Nejprve bylo ovéteno, Ze spektra EEM humatu a huminové kyseliny izolované z lignitu
maji stejné fluorescenéni piky. Dale bylo zjisténo, Ze obé metody, jak EEM, tak 3D SFS jsou
vhodné pro stanoveni multifluorofornich vzorkl a pokud je ve spektru EEM pftitomen rozptyl
svétla, ktery znesnadiuje lokalizaci piki, pak je vyhodnéjsi pouziti 3D synchronni metody.

Dale byly v této praci urceny dvé fluorescencni maxima pidni huminové kyseliny, kdy se
vysledky oproti lignitickym vzorkiim liSily, avSak pfi porovnani se standardem HA Elliott
Soil byla nalezena jista podobnost.

V dalsi ¢asti prace byl urcen hlavni pik pidni fulvokyseliny metodou EEM a druhy pik
metodou 3D SFS. Zpracovand data pozic fluoroforti ukazala, Ze fulvokyseliny obsahuji ve
fluorescen¢nim spektru dva piky. Vysledky vzorku fulvokyseliny a jejiho standardu byly
nasledné porovnany. Bylo zjisténo ze, hlavni pik standardu pidni FA je shodny a vedlejsi pik

cvwr

Vysledky urceni hlavnich fluoroforit métenych vzorki jsou shrnuty v tabulce 4.

Tab. 4 Polohy fluorescencnich pikiit mérenych vzorkiit HS a standardu [HSS (*), modry udaj
je vysledkem mereni 3D SFS

Maximum 1 Maximum 2 Maximum 3
Nazev HS Ex [nm] | Em [nm] | Ex [nm] | Em [nm] | Ex [nm] | Em [nm]
Ligniticka HA 468 531 451 529 364 472
Kambizem HA 482 ~510-513 - - 314 462
Humdat HU 04/06 451 528 - - - -
Elliott Soil FA (*) 356 445 - - - -
Kambizem FA 353 446 397 442 - -

Vysledky pozic pikli uréené metodou 3D EEM byly ur€eny s piesnosti na £1 nm. Vysledek
jednoho maxima vzorku pidni HA metodou 3D SFS byl ur€en s ptesnosti na =5 nm.

Tato bakalarska prace pfispéla k porovnani fluorescencniho chovani huminovych
a fulvinovych kyselin. Vysledky méfeni fluorescence hlavni metodou emisn¢ excitacni matice
a vedlejsi 3D synchronni metodou ukdzaly, ze fulvokyseliny fluoreskuji pfi niz§ich emisnich
vlnovych délkdch nez huminové kyseliny, coz odpovida jejich slozeni. Fulvokyseliny
obsahuji v souladu s literarnimi udaji jednodussi fenolické latky, zatimco huminové kyseliny
obsahuji aromatické latky typu kumarin, chinon, derivaty perylenu, naftalenu a dalsi (Kumke
a kol. 1995, Senesi 1991). Presné sloZeni téchto kyselin se v této praci nepodaftilo urcit.
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