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ABSTRAKT

Hlavni néaplni této prace bylo tvofit internetové a literarni reSerSe zamétené na dosud
znamé teoretické poznatky, patentové piihlasky a skutecné realizace, tykajici se vyuZiti
huminovych kyselin nebo materidli, které je obsahuji, v oblasti huméanni i veterinarni
mediciny a kosmetiky. Vystupem mé byt zarovenn i ndvrh perspektivnich smérti zkoumani
v téchto oblastech.

Uvodni &ast prace pojednavd o huminovych latkach obecné s dirazem na huminové
kyseliny, historii huminové chemie, vzniku huminovych latek a jejich struktufe. Druha cast
pojednava o lékatskych aspektech, farmakologickych uéincich a pouziti huminovych latek
v huménni medicin€, veterinarnim lékatstvi a kosmetice, zaroven zohlediiuje huminové latky
z pohledu zivotniho prostiedi. Ttreti experimentalni ¢ast méla za ukol sezndmit se se zéklady
izolace a charakterizace huminovych kyselin (proméfeni IC a UV/VIS spektra a stanoveni
vlhkosti a popela ve vzorcich huminovych kyselin).

ABSTRACT

The main concern of this study was to form a web and literature search focused
on the known theoretical knowledge, patent application and the actual realization, for the use
of humic acids or material containing humic acids in human and veterinary medicine
and cosmetics. The output is also a proposal to be promising directions in exploring these
areas.

The introduction deals with humic substances in general with emphasis on humic acids,
history of humic chemistry and structure of humic substances. The second part deals
with medical aspects, pharmacological effects and the use of humic substances in human
medicine, veterinary medicine and cosmetics, also takes account of humic substances
from the perspective of the environment. The task of third experimental part was to learn
the basics of isolation and characterization of humic acids (measurement of IR and UV / VIS
spectra and determination of moisture and ash in samples of humic acids).
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1 UVOD

1.1 Charakterizace huminovych latek

Mnoho schopnosti a vlastnosti puady zavisi na obsahu organického materidlu v pudé
(SOM - soil organic matter) a zejména na obsahu huminovych latek (HS). Je jednoznaéné
prokazano, ze huminové latky plni v pidé zékladni ¢tyti funkce: akumulacni, zdsobovaci,
regulaéni a ochrannou. Zivé organismy, at’ uz b&hem svého Zivota, ale predevim po smrti,
uvoliuji do svého okoli rozkladem tkani mnoho organickych latek. Tyto latky nasledné
podléhaji chemické a mikrobiologické preméné za vzniku humusu. Ndzev huminovych latek
a kyselin je odvozen pravé od slova humus. Tato temn¢ zbarvena organickd hmota nalézajici
se na zemském povrchu predstavuje slozity heterogenni komplex sloucenin, které Ize
rozd¢lit na dvé zakladni skupiny. [3, 8, 18]

e nchuminové latky
e huminové¢ latky

1.1.1 Nehuminové latky

Mezi latky nehuminového charakteru patii témét vSechny biochemické slozky ptivodniho
materialu, které lze piesné chemicky urcit. Jsou to napt. proteiny, peptidy, aminokyseliny,
tuky, vosky, sacharidy, nukleové kyseliny, pryskyfice, pigmenty a jiné nizkomolekularni
latky. Tyto slouceniny jsou lehce napadnutelné mikroorganismy a maji pomérné kratkou
zivotnost. Mohou také dale vstupovat do procesu humifikace. [8, 18]

1.1.2 Huminové latky

Huminové latky jsou s nejvétsi pravdépodobnosti nejrozsifenéjsi organické ptirodni
slouceniny na zemském povrchu. Tento materidl patii mezi nejaktivnéj$i komponenty pudy,
jeho vlastnosti zavisi na stafi a stupni humifikace, tzn. na stupni prouhelnéni organické
substance. Huminové latky obsahuji pfiblizné cCtyfikrat vice uhliku nez vétSina Zivych
organismu. Podle rozpustnosti délime pidni HS na huminové kyseliny (HA — humic acids),
fulvokyseliny (FA — fulvic acids) a nerozpustné huminy. Akvatické HS se jako vyznamna
frakce rozpusténé organické hmoty (DOM —dissolved organic matter) déli pouze na HA
a FA. Obecné mizeme HS popsat jako kyselou, vysokomolekularni, amorfni smés riznych
vice ¢i méné degradovanych molekul. Cim hlubsimu rozkladu podlehly, tim tmavéji jsou
vzniklé produkty zbarveny. [3, 8, 18]

1.2 Historie huminové chemie

Prvni zdokumentovany pokus o izolaci huminovych latek provedl v roce 1786 némecky
chemik Achard, ktery zkoumal raSelinu a zavedl prvni metody izolace a klasifikacni
schémata. Pti pisobeni na rasSelinu alkalickym roztokem a néasledném okyseleni byla ziskana
tmava amorfni hmota, kterd se jevila v alkalickém prostfedi rozpustna a v kyselém prostiedi
nerozpustnd. Pro tento organicky material byl zaveden termin “Huminstoffe”, v prekladu
huminové¢ latky. Béhem svém vyzkumu také zaznamenal vyssi hmotnostni vynosy pii praci
s raselinou vytézenou z vétsi hloubky oproti materidlu z vysSich, méné humifikovanych
vrstev pudy. [15, 18]



Se zndmym pojmem humus je spojovan Svycarsky védec De Saussure. Popisuje humus
jako tmav¢ zbarveny organicky materidl obsazeny v pudé¢ a zjistil, ze tento materal je bohatsi
na obsah uhliku a zaroven chudsi na obsah vodiku a kysliku nez material, ze kterého humus
vznika. [15]

Prvni rozséhlé studie o ptivodu a chemické povaze huminovych latek vypracoval v letech
1826 — 1837 némecky védec Sprengel. Mnoho postupl, které objevil, a které vedou
k preparaci huminovych latek, je dodnes akceptovano a pouZivano. Jednd se napiiklad
o okyseleni vzorku pudy pted samotnou alkalickou extrakci. NejvétSim pfinosem v huminové
chemii je jeho studie kyselé povahy huminovych kyselin. [75]

Vyznamnym piinosem byla prace Svédského védce Berzelia a ndsledné jeho zdka Muldera.
Berzelius rozdé¢lil huminové latky do tfech skupin podle jejich rozpustnosti a chemickych
vlastnosti.  Toto rozdéleni bylo Mulderem pozdéji upraveno na  zékladé
rozpustnosti v alkaliich a vod¢ a také na barevnosti huminovych latek na tii skupiny: [15, 18]

e krenické a apokrenické kyseliny (dnes nazyvany fulvokyseliny, zluté az hnéd¢ zbarveny,
rozpustné ve vodé v celém rozsahu pH)

e huminové a ulminové kyseliny (hnédé¢ az cerné zbarvené, rozpustné v zasadach
a nerozpustné v kyselinach)

¢ huminy a ulminy (nerozpustné ve vodé, kyselindch ani zasadéach)

V roce 1889 izoloval Hoppe-Seyler extrahovanim HA v alkoholu dal$i skupinu
huminovych latek, kterou nazval hymatomelanové kyseliny. Maji oproti HA svétlejsi barvu
a obsahuji vice uhliku. [15]

Nelze piehlédnout ani Odenovu praci. Zaslouzil se o revizi klasifikace HS,
poukézal na koloidni charakter huminovych latek. Ve své praci oznacil huminové latky
rozpustné ve vod¢ jako fulvokyseliny a jeho ¢lenéni HS na HA, FA a huminy je platné
dodnes. Objevil vyznam HS v transportu latek v akvatickych systémech a oznacil je jako
hlavni faktor urcujici zbarveni vody. [15, 18]

V roce 1981 doslo k zaloZeni International Humic Substance Society (IHSS — Mezinarodni
asociace pro huminové latky) za uclelem sjednoceni védei z mnoha obori
se zajmem o vyzkum HS. Mezi cile IHSS patii shromaZzd’ovani standardnich vzorkti HA a FA
z pudy, vody a lignitu a kompletace jejich charakterizujicich dat. Poskytuje také referencni
vzorky jako material pro vyzkum a porada mezinarodni konference. [18]

1.3 Vznik HS

Huminové latky predstavuji specifickou skupinu vysokomolekuldrnich
a nizkomolekularnich latek tmavé barvy. Vznikaji v procesu rozkladu organickych
zbytkl v pid¢, to znamend v procesu jejich humifikace. [2] Proces humifikace, potazmo
vznik huminovych latek pfedstavuje sled mnoha biochemickych reakci. Samotny proces
humifikace je pfedmétem mnoha spekulaci a existuje hned nékolik teorii, jak by mohl proces
probihat. Mezi nejznaméjs$i patii nasledujici dvé teorie.



1.3.1 Ligninova teorie

Sledovani rozpadu rtiznych rostlinnych slozek naznacuje, Ze nejsnaze humifikaci podléhaji
latky rozpustné ve vod¢, pentosany a celuldza. Lignin je rezistentni a hromadi se ve zbytcich
rostlinného materidlu za postupné ztraty methoxylovych skupin —OCH;, dale
dochazi k produkovéani o-hydroxyfenoli a oxidaci alifatickych stran fetézce za vzniku
karboxylovych supin —COOH. Také se predpokladd, ze lignin pii oxidaci reaguje
s amoniakem za vzkniku produktd, ve kterych se dusik stava soucasti cyklickych forem. Tyto
skutecnosti vedly Fischera a Schadera k zavéru, ze vychozi latkou pro vznik huminovych
kyselin byl lignin a svou teorii podepfeli i experimentalné. [8] Tuto teorii znazoriuje
obrazek 1.

Lignin
utok mikroorganismi

| |
Stawvebni jednotky ligninu 2tk

ztrata methoxylu,
oxidace a kondenzace
3 N slouceninami

Dalsiwuiiti

mikroorganismy Huminowva kyselina

fragmentace
ha mens molekuly

Fulsova kyselina

Obr. 1 Ligninova teorie [8]

1.3.2 Polyfenolova teorie

Polyfenolova teorie postupné nahradila pfedchozi teorii ligninovou. I zde hraje lignin stale
dalezitou 1lohu, pouze vSak jinym zpusobem. Kyseliny a fenolové aldehydy,
uvolnéné z ligninu ptisobenim mikroorganismii, nasledn¢ projdou enzymatickou preménou
na chinony. Ty polymerizuji v pfitomnosti aminokyselin, ale i bez nich, za vzniku
huminovych makromolekul. Polyfenoly mohou byt syntetizovany mikroorganismy 1 ze zdroja
neobsahujicich lignin. Polyfenoly pfejdou enzymatickou oxidaci na chinony a nasledné jsou
pfeménény na huminové latky. [8] Polyfenolovou teorii ilustruje obrazek 2.
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Obr. 2 Polyfenolova teorie | 8]

1.4 Struktura HS

Huminové latky jsou déleny podle rozpustnosti ve ziedénych alkalickych roztocich na tii
frakce: huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy. Pokud jde o zastoupeni uhliku,
vodiku a kysliku v huminovych latkdch, mizeme se setkat jak s hmotnostnim procentualnim
zastoupenim jednotlivych prvki (viz nasledujici podkapitoly), tak i s atomovymi pomeéry
indukujicimi humifikaéni status. Pomér H/C se ve vzorku HS muiZe pohybovat od hodnoty
mirn¢ klesajici pod 1 az do 2. Pomér O/C se miize pohybovat od 0 do 2 a bude
vy$$i v mokrém prostiedi.

Hum inolvé latky

Fulvove kyseliny Huminoveé kyseliny Huminy
Sveétle Tmaveé Tmaveé Sedo-
Zluta zluta hnéda ferna

méni se odstin —_—

roste stupefl polymerace ——p

2000 roste molekulova vaha —® 300 000

klesa rozZpustno st ——————

Obr. 3 Rozdéleni huminovych latek podle Stevensona [8]
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1.4.1 Srovnani HA a FA

e HA obsahuji vétsi mnozstvi C, H, N a S a ptiblizné€ stejné mnozstvi O v porovnani s FA
e HA obsahuji méné —COOH skupin, fenolickych OH skupin a C=0O skupin
Vézan}'/ch v ketonu a Vice chinoidnich C=O skupin oproti FA

vvvvvv

Zatimco ndzory na modelové struktury HA a FA se rlizni, v nazoru na teoretickou podobu
molekuly huminovych latek se védécka spolecnost spise shoduje s tim zavérem, ze ziejme
neexistuji zadné dvé molekuly HS, které by byly totozné. Chovani, vzhled a vlastnosti HS
se mohou ménit v zavislosti na hodnoté pH a iontové sile, které¢ jsou vystaveny. [11, 18]

1.4.2 Supramolekulirni struktura HS

HS akvatického piivodu se pii nizkych koncentracich vyskytuji v podobé iontt, pti vyssich
koncentracich zacinaji tvofit koloidy. Agregace a disagregace ma dopad na biochemické
vlastnosti HS a jejich biologickou aktivitu. Struktura HS byla studovana za pomoci metody
multi-dimensiondlni NMR. Podle této metody jsou HS popisovany jako makromolekularni
agregaty slozené¢ ze smési organickych sloucenin o nizké relativni molekulové hmotnosti
(<2 kDa), napt. alifatickych kyselin, etherti, esterti, alkoholli, aromatickych derivati ligninu,
polysacharidii a polypeptidii. Smés téchto sloucenin drzi pohromadé diky kombinaci
mustkovych vazeb, hydrofobnich a vodikovych vazebnych interakci a interakci schopnych
pfenaSet ndboj. Za dominantni jsou povazovany hydrofobni vazebné interakce, coz
by vysvétlovalo zmény ve velikosti agregatti v zavislosti na hodnoté pH prostredi. [1, 16]

Me —In--‘.r ® Polysaccharides
et
Aliphatic

chains — ~ e @
. U ’5 & ’;J

Aromatic lignin <] .I.q ,.) Pol
'g ypeptides

fragments

Obr. 4 Struktura HS dle Simpsona. Agregat tvori komponenty o nizké relativni molekulové
hmotnosti v pritomnosti kationtu kovii [1]

1.4.3 Huminové kyseliny

Hmotnostni zastoupeni prvki se pohybuje pro uhlik v rozmezi 53,8 — 58,7 %, pro
vodik v rozmezi 3,2 — 6,2 %, pro kyslik v rozmezi 31,8 — 51,9 % a pro dusik v rozmezi 0,8 —
4,3 %. Velmi zajimavé je zjisténi, ze vzorky HA izolované z rliznych zdrojii (prostredi lesa,
pastviny, podzolovité pudy...) a vysledky z rtiznych nezavislych vyzkumt vykazuji velmi
podobné empirické vzorce. Vysledny empiricky vzorec: C3sH30N2Ois - xH,O, kde x nabyva
hodnotu 0 az 15. [3, 17]
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Ve své molekulové struktufe maji zabudovany jak hydrofilni, tak i hydrofobni oblasti,
proto se lehce sorbuji na povrchu ¢astic. Zakladni slozkou strukturnich jednotek HA je
aromatické jadro fenolického nebo chinoidniho typu s Ucasti dusikatych slou€enin, jak
cyklickych, tak alifatickych. V dasledku toho maji vliv na takové procesy jako je rozpustnost
a schopnost koagulace. Maji acidobazické vlastnosti v Siroké oblasti pH a fadu fyzikalné-
chemickych vlastnosti, jako jsou agrega¢ni schopnosti, redoxni schopnosti, vazou ionty kov1,
citlivé reaguji na svétlo a jsou povrchové aktivni. [3, 8]

Pro ur€eni chemické struktury huminovych kyselin je velmi uzitecnd tzv. analyza
absorpcnich pomérii. Absorpcni pomér A(280 nm)/A(465 nm) reflektuje proporci mezi
lignitovymi  strukturami odolnymi vi¢i humifikaci a mnozstvim lignitu; pomér
A(280 nm)/A(665 nm) reflektuje pomér mezi lignitovymi strukturami odolnymi vuci
humifikaci a strukturami, které siln€¢ podléhaji humifikaci. Pomér A(465 nm)/A(665 nm)
(oznacovan jako E4) je nejCastéji pouzivany jako tzv. humifikaéni index. Tento pomeér
A(465 nm)/A(665 nm) pro huminové kyseliny je obvykle mensi nez 5,0 a snizuje se s rostouci
molekulovou vahou a stupném disperzity. Nizky pomér mlize znacit relativné vysoky podil
aromatickych ¢éstic a naopak vysoky pomér ukazuje na nizky obsah aromatickych ¢éstic
a relativné vyssi obsah alifatickych struktur. Zaroven byl pozorovén inverzni vztah mezi timto
pomérem a odolnosti huminového materidlu. Z toho Vyplyvé 26 huminovy materiél

Cvwr

kondensované (aromatické) substance jsou starSiho puvodu.

Piedpokladana struktura huminovych kyselin obsahuje mnoho
intramolekularnich i intermolekuldrnich ~ vazeb. Ty  zplsobuji  zvySeni  jejich
stability a umozinuji tvorbu sekundarnich a tercidrnich struktur. Huminové molekuly
pfedstavuji ndhodné sto¢ené polymery, kde jsou hlavnimi faktory fidicimi molekulovou
konformaci koncentrace huminovych latek, iontova sila a pH. Pfi vysokych koncentracich,
nizkém pH a vysoké iontové sile maji globularni charakter, naopak pfi neutralnim pH, slabé
iontové sile a nizsich koncentracich maji charakter flexibilnich linearnich koloidu. [75]

Existuje pomérné velké mnozstvi teoretickych modelit huminovych kyselin, na obrazku 5
je model Stevensontv.

H_ 4‘0
COOH COOH (Sugar)
f [ COQH (]-I*f:—c)[-n4
o}
tide
PEH (Peptide)

I

Obr. 5 Modelova struktura HA dle Stevensona [15]
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1.4.4 Fulvinové kyseliny

Hmotnostni zastoupeni prvkd se pohybuje pro uhlik v rozmezi 40,7 — 50,65 %, pro
vodik v rozmezi 3,8 — 7 %, pro kyslik v rozmezi 31,8 — 51,9 % a pro dusik v rozmezi 0,9 —
3,3%. [17]

I pro strukturu fulvinovych kyselin existuje n€kolik teoretickych modelli, na obrazku 6
je model Webertv.

OH  COOH ?HEDH
HOOC Ct; CH Chs
c” el
! CH,—COOH
HOOC CH, CHOH
o A
COOH OH C:Hg—ﬁ COOH
0

Obr. 6 Modelova struktura FA dle Webera [19]

1.4.5 Huminy

Huminy jsou latky nerozpustné ve zfedénych alkaliich. Lze je povaZovat za latky cyklické
struktury, podobné huminovym kyselindm, neobsahuji vSak karboxylové a hydroxylové
skupiny. Po chemické strance jsou huminy smési latek predevSim aromatického charakteru,
obsahujicich alkyl skupiny na bocnich fetézcich. Z funkénich skupin zde byly prokazany
pouze karbonylové skupiny. Alkalické roztoky jsou velmi citlivé vii¢i oxidaci. [9]
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2 LEKARSKE ASPEKTY A POUZITI HUMINOVYCH LATEK

Huminové latky jsou dilezitou biochemickou soucasti zemského povrchu. Kromé jiz
tradi¢niho pouziti HS jako paliv a organickych hnojiv jsou také vyuZivany jako vychozi latka
s vyuzitim ve zdravotnictvi a pfi vyrobé nékterych specializovanych primyslovych vyrobki.
Rizné typy polymeri HS maji nékolik spolecnych vlastnosti, které jim umozZiuji
komunikovat s ostatnimi biopolymery, stejné jako s organickymi a anorganickymi
slou¢eninami o malé molekulové hmotnosti. Huminové kyseliny vstupuji do mnoha zivotnich
procesi jak u rostlin, tak u zivoc¢icht. Jejich tikol spociva v odstraniovani volnych radikala,
zvySuji vyuziti a transport zivin, katalyzuji enzymatické reakce, stimuluji metabolismus,
podileji se na chelataci (pevnym vazanim iontd tézkych kovli) hlavnich i stopovych prvkd.

Tato kapitola bude zaméfena na pouZziti HS v huménni a veterinarni medicing, aspektech
jejich vlivu na zivotni prostiedi a zdravi, dale také na moznosti vytvareni biopolymert z HS
a na jejich pfipadné dalsi vyuziti a aplikaci.

2.1 Historické souvislosti

NejvyznamnéjSim zdravotnickym pouzitim HS je nepochybné balneoterapeutické vyuziti
raSeliny s ohledem na jeji terapeutické spektrum a tradici. Hojné vyuziti raSeliny bylo
zaznamenano jiz v Babylonské a Rimské Fisi. Tradiénimi oblastmi vyuziti 1é¢ebnych ué¢inkd
HS byla gynekologickda a revmatickd onemocnéni. Dnes jsou hojné vyuzivany
téz v dermatologii a kosmetice. Vedle bahennich koupeli, jejichz G€inky spocivaji ve vnéjSim
pouziti raseliny, se raselinny materidl pouziva 1 ve form¢ ndpoji jako pitna kira, zejména
v ptipad¢ vnitinich zaZzivacich a jaternich chorob. V nésledujici tabulce jsou shrnuty

v

nejcastéjsi indikace raSelinové terapie.

Tabulka 1 Vybrané indikace raselinové terapie a jeji efekty
Onemocnéni Indikace Hlavni 1é¢ebny ucinek
Svalova onemocnéni Degenerativni a deformujici artr6za | Hloubkova hypertermie
Dna zlepsuje cirkulaci krve a
Spondylopatie regeneruje postizené procesy

Bechtérejevova nemoc
Osteoporoza

Svalovy revmatismus
Revmatoidni artroza (polyartritis)
Rehabilitace pooperacnich stavl a

urazt

Gynekologicka onemocnéni | Chronicka zanétliva onemocnéni Hloubkova hypertermie
Hormonalni nerovnovaha Estrogenovy terapie a podpoteni
Bolest v kiizi endogenni produkce estrogenu
Srasty gynekologické povahy Profylaxe trombozy
Sterilita (profibrinolyticky efekt)

Klimakterické komplikace
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Kozni onemocnéni Chronicky ekzém Aktivace kozniho metabolismu
Neurodermatitida a regeneracnich procesu, zlepSeni

Lupénka (psoriasis) krevni cirkulace

Tyto diagnézy zahrnuji rizné poruchy pohybového aparatu, gynekologickd a kozni
onemocnéni. Naopak akutni zanétliva a infekéni onemocnéni, onemocnéni srdce a cév, stavy
po mozkovych piihodach a stavy po onkologickych operacich jsou obvykle povazovéany
za kontraindikaci tohoto zptisobu 1éCby. Primarnim efektem vysokych teplot pfi raselinové
terapii je unikatni hloubkova hypertermie, kterd zlepSuje krevni ob&h, posiluje imunitni
systém, poskytuje celkové uvolnéni svalli a podporuje regeneracni 1écebné procesy. Koupele
zmirnuji zénéty, zlepSuji pohyblivost a detoxikuji organismus. Raselinové terapie vSak
vykazuji 1é¢ebné ucinky i pfi nizkych teplotach. Bellomettimu (1977) se jeho studiemi
podafilo prokazat piiznivy vliv bahenni 1ldzn€ na 1écbu degenerativnich onemocnéni
pohybového aparatu, konkrétné¢ osteopordzy a revmatickych onemocnéni. Bylo prokédzéano,
ze 1éc¢ba pozitivné ovlivnila hladinu chondrocytd, interleukinu-1 (IL-1) a TNF-a. Iubitskaia
a Ivanov (1999) jasn€ prokéazali znacny piinos HA v balneoterapii pii lé€be osteoartritidy.
ucinky, procedury se sodnymi humaty jsou navic pacienty obvykle velmi dobie snaseny.

2.2 Buiika jako zdakladni stavebni jednotka

Nase telo se sklada z desitek bilionti bunék a kazdou bunku tvorfi mnozstvi hlavnich,
vedlejsich a stopovych prvki. Jednotlivé bunky, pokud jsou fadné vyzivovany, jsou schopné
produkovat mnohé ze svych vlastnich aminokyselin, enzymii a dalSich latek, nezbytnych
pro metabolické procesy. Kromé dalSich procesti kazda bunika vyrabi své vlastni enzymy,
své vlastni proteiny a déli se. Je nezbytné pochopit, ze cely metabolismus téla je sumou
metabolickych ¢innosti, probihajicich v kazdé¢ jednotlivé bunce.

2.2.1 Enzymy

Enzymy funguji jako katalyzator, nevstupuji do reakce, ale urychluji ji nebo umoznuji jeji
uskute¢néni. Enzymy jsou slozité proteiny a kazdd bunka vtéle, pokud je spravné
vyzivovana, je schopna produkovat enzymy nezbytné pro Uplny metabolismus. Vyzkum
prokazal, ze huminové slouceniny zlepSuji enzymatické reakce v bunkach a stimuluji jejich
Vyvoj.

2.2.2 Vitaminy

Diky povédomi o uloze vitaminl v nasi stravé se v tomto stoleti dramaticky snizil vyskyt
béZnych onemocnéni zplisobenych nedostatkem vitamini. Je nutné poznamenat, Ze vitaminy
nejsou schopné uskutecnit svou tlohu v bunééném metabolismu bez piitomnosti urcitych
minerald. To by mohlo vysvétlovat ptiznivé G€inky huminovych a fulvinovych kyselin
na zivé organismy. Tyto slouceniny dovedou vazat kovy a minerdly v biologicky
absorbovatelné formé, kterou mohou buiiky podle potieby vyuzit.
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2.2.3 Volné radikaly a antioxidanty

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni molekuly, které obsahuji jeden nebo vice neparovych
elektronil, koluji v naSem organismu, vaZou se na tkdn€ nebo je ptimo poskozuji. Pfitomnost
volnych radikali maze také zvySovat riziko zmutovani ¢i napadeni bunék nejriznéjSimi
infekcemi. VeétSinu volnych radikala tvoii radikély kysliku. MozZnou obranou proti
vSudypfitomnym volnym radikdlim mohou byt huminové latky ve funkci antioxidantt.
Huminové latky dovedou vytvaret chelatové slouceniny s témito radikaly, tim je inaktivovat.
Tyto slouceniny jsou nasledné bud’ zaclenény nebo z téla vylouceny.

2.3 Farmakologické ucinky huminovych latek

Navzdory pfevazné pozitivnim zkuSenostem s balneoterapeutickou raSelinovou terapii
je k dispozici pouze omezené mnozstvi poznatkl o fyziologickych a farmakologickych
ucincich raselinnych slozek. Piesto se znalosti biologickych u¢inkli HA s ohledem na jejich
antivirovou aktivitu, interakci s enzymy, u¢inky na srazlivost krve a fibrinolyzu, estrogenovou
aktivitu a toxikologicky vyznamné interakce s ekologicky Skodlivymi latkami, béhem
poslednich né€kolika desetileti znacné rozsitily. [5]

2.3.1 Antivirova aktivita

Studie antivirovych ucinkti byly zapocaty po zjisténi pozitivnich dopadi HS pii 1é¢bé
slintavky a kulhavky. In-vitro studie s virem Coxsackie A9, chifipkovym virem typu A
a virem herpes simplex typu 1 (HSV-1) ukazaly, Ze HA jsou G¢inné proti obéma typiim DNA
vir, obnazenému i obalenému. To samé plati i pro syntetické HA pochazejici
z polyfenolickych sloucenin, které jsou, pokud se jednd o nékteré ucinky, vhodné&jsi nez
ptirodni HA. Jeden z nejaktivnéjSich antivirovych syntetickych polymeri je produkt oxidace
kyseliny kavové, KOP, jehoz ucinek na HSV-1 virus in-vitro v porovnédni s pfirozené
se vyskytujicimi HA v raselin¢ je zndzornén na obrazku 7.
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—o— FEOP _g Sodium humate _,  Ammaonium humate

Obr. 7 Antivirova aktivita KOP, humatu sodného a humatu amonného na virus HSV-1.
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Dalsi zkoumani potvrdila schopnost polymert typu HA selektivné€ inhibovat ¢innost viril
zpusobujicich oslabeni lidské imunity, viru HIV-1, HIV-2, cytomegaloviru (CMV) a viri
bézné aplikovanych pfi ockovani. Naopak inhibice nebyla prokézana u polioviru typu 1 (virus
détské obrny), Semliki forest viru, parainfluenza viru typu 3, reoviru typu 1 a Sindbis viru.
U adenoviru typu 2 a ECHO viru typu 6 byla sledovana malé ¢i zddna reakce na piirodni HA.
V tabulce 2 je uveden souhrn testovanych polymert a jejich selektivni antivirovy efekt —
hodnoty ICsy (poloviéni hodnota maximalni inhibi¢ni koncentrace) a hodnoty CCsg (poloviéni
hodnota maximalni cytotoxické koncentrace). U vétSiny viri se inhibi¢ni ucinek HA
a polymert typu HA projevuje hned v pocate¢ni fazi replikace viru, kdy se virus s buitkou
spojuje. Z hlediska mechanismu procesu se zda, ze polyanionické HA okupuji ¢i obsazuji
kladn¢ nabité glykoproteinové ¢asti obalujici virus, které jsou nezbytné nutné pro uchyceni
se viru na povrchu bunky.

Tabulka 2 Hodnoty CCsy a hodnoty ICsy pro vybrané HA a polymery HA-typu
Testovana latka | Molekulova Vychozi litka CCso[pg/mL] | ICs [ng/mL]
hmotnost [Da]
BOP 5300 Catechol 69 26
3,4-DHTOP 3 800 3,4-Dihydroxytoluene | > 128 42
POP 8 000 Protocatechuic acid 70 9,6
3,4-DHPOP 6 000 3,4- > 128 9,6
Dihydroxyphenylacetic
acid
HYKOP 6 000 Hydrocaffeic acid > 128 8,0
KOP 6 000 Caffeic acid > 64 2,3
CHOP 14 000 Chlorogenic acid > 128 6,4
HYDROP 5200 Hydroquinone > 128 3,7
2,5-DHTOP 4700 2,5-Dihydroxytoluene > 128 1,6
GENOP 5500 Gentisinic acid > 128 2,2
2,5-DHPOP 5500 2,5- > 256 0,7
Dihydroxyphenylacetic
acid
2,5-DHBQOP 3 400 2,5- > 512 322
Dihydroxybezoquinone
Humat sodny 7500 neznama > 128 18,2
Humat amonny 7900 nezndma 108 17,8

Efekt HA a polymerdi HA-typu byl potvrzen ve fazi replikace herpes viru
pfi experimentech provadénych na zvifatech. Pocet poskozeni rohovky virem HSV-1
sledovany u infikovanych kralika se vyrazné snizil po aplikaci syntetické HA, konkrétné 1 %
roztoku KOP do spojivkového vaku oka, ovSem pouze pokud byla aplikace HA provedena
souCasn¢ nebo bezprosttedné po kontaktu oka s Cinitelem infekce. Aplikace KOP neméla
na zlepSeni stavu zadny efekt byla-li podana s odstupem 1, pfipadné 24 hodin pozdé&ji.
Soucasna pozornost sméfuje k prozkoumani profylaktickych ucinki substanci HA-typu
na opétovné se opakujici HSV infekce. Bylo prokazano, ze lokalni aplikace KOP vyrazné
snizuje nebo dokonce zcela potlaci experimentalné vyvolanou herpesvirézu pozorovanou
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v uchu infikovanych mysi. Na zakladé téchto trvajicich uinkii se predpoklada, Zze by mohl
byt mechanismus procesu objasnén.

U polymertt HA-typu s nizkou molekulovou hmotnosti (HS 1500, M.W. = 1500 Daltont1)
syntetizovanych z hydrochinonu, byla zji$téna silna in-vitro inhibice viru HIV-1. Pfedmétem
zajmu je predevSim proces penetrace viru do hostitelské buitky. HS 1500 proslo fadou
klinickych testl, vetné testu na podrazdéni o¢i dle Draize a testovani rizika potratu

provadéného na krysach. Nebyla zjisténa ani ptecitlivélost, ani podrazdéni az do koncentrace
10 % HA.

SP-303 je dalsi fenolicky polymer s antivirovymi ucinky, podafilo se ho izolovat z kete
rodu Euphorbiaceae. Tento polymer inhibuje ¢innost fady respiracnich virt jako napf.
chiipkového viru typu 1, RS viru a chfipkového viru typu A a B. Studie ukazaly, ze SP-303
alesponn Céaste¢né¢ inaktivuje viry piimou interakci nebo pomoci hostitelskych bunck
lipidovych membran. SP-303 v antivirové koncentraci nevyvolava interferonovou ¢i inhibicni
vazbu s virem, presto zabranuje penetraci RS viru do hostitelské bunky. SP-303 bylo
podavano ve formé malych aerosolovych ¢astic v davce 0,5 — 9,4 mg/kg/den po dobu 3 az 4
dni myS$im infikovanym chiipkovym virem typu A/HK a krysdm infikovanym virem RS.
S rostouci davkou rostlo i mnozstvi a doba pfteziti infikovanych hlodavct. Vysledky ukazaly,
ze HS jsou slibnymi kandidaty, spiSe vSak nez pro terapeutické, pro profylaktické pouziti
pti lé¢be virovych onemocnéni. [5]

Pii prizkumu antivirové aktivity syntetickych polymert HA-typu na viru HSV-1 bylo
zjisténo, ze produkty p-difenolickych sloucenin jsou v boji proti HSV-1 viru efektivngjsi
nez odpovidajici produkty o-difenolickych sloucenin. Nejvy$si antivirova aktivita byla
sledovana u polymeru 2,5-DHPOP. [6]

2.3.2 Protizanétlivé ucinky HS

v

Riizné 1écebné ucinky raSelinové terapie jsou znakem znacné protizanétlivé aktivity HS.
Taugner (1963) ukazal na modelu edému na tlapkdch krys, ze humat sodny vyrazné
zpomaluje vyvoj ruznych druhti edémi oproti stavu bez aplikace humatu. Jak zjistila
Klocking (1968) na stejném modelu, humat amonny izolovany z raselinnych vod ptevysil
acetylsalicilové a aminophenazonu. Amosova (1990) pti svém vyzkumu zjistila, ze aplikace
HA (10 mg/kg) zpisobuje potlaceni obou fazi zanétlivého procesu: fazi sekrece (o 44 %)
1 fazi Siteni (0 50 — 55 %).

Protizanétlivé ucinky HS byly podlozeny biochemickymi vyzkumy. Jak demonstroval
Schewe (1991), pfirodni HA a jest¢ lépe polymery HA-typu jsou schopny inhibovat
lipoxygenazovou cestou c¢innost AA slouCenin (slouceniny odvozené od kyseliny
arachidonové). AA slouceniny jsou nedilnou souc¢asti bunéénych membran a zaroven zdrojem
pro syntézu mediatori zanétu na bdzi eicosanoidu, napf. leukotrienl, tromboxani
a prostacyklinu. U HA stejné jako u vétSiny polymeri HA-typu, byla zjisténa schopnost
potlacit ¢innost AA sloucenin, které¢ uvoliuji lidské promonocytické bunky U937. Inhibice

uvolnéni AA byla nejvice patrna v buitkach oSetfenych netoxickou koncentraci (20 pg/mL)
3,4-DHPOP (96 %) a 3,4-DHTOP (92%).
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Tabulka 3 Viiv prirodnich HA a polymerii HA-typu na % uvolnéni AA (42°C, 6 h) z
bunek U937, pricemz procento uvolnéni AA z neoSetienych bunék je

100 %
Polymer MEC [ng/mL] mnoZstvi uvolnéného AA [%]
Humét sodny 80 26,5+ 8,9
BOP 160 10,1 £ 14,2
3,4— DHTOP 20 8,1 +10,1
3,4— DHPOP 20 43+ 24
KOP 40 18,1+ 7,1
CHOP 80 349+ 12,6

CHOP, humat sodny, KOP a BOP chrani bunky pfed posSkozenim v 65 —90% piipadu.
Tato zjisténi by mohla byt smérodatnd pro vyzkum sloucenin HA-typu z hlediska ochrany
membran.

Na rozdil od 5-lipoxygenazy a fosfolipazy A, (praseci pankreas), klicovy enzym regulujici
AA je siln€ aktivovan nizkou koncentraci HA (0,1 — 1 pg/mL) a slabé inhibovan vysokymi
koncentracemi HA.

Zatim je znamo jen malo o vlivu molekulové hmotnosti frakce HS na zanét. Synteticky
nizkomolekularni HS 1500 (polymer HA-typu) reaguje na zanétlivou aktivitu a je schopen
béhem vyzkumu krali¢ich chondrocytli zaznamenal prodlouzeni jejich Zivotnosti pfi pouziti
ethylacetatovych komerénich HA znacky Aldrich (100 — 500 pg/mL). Poskozeni téchto bunék
jsou pfipisovana na prvnim misté superoxidovym radikalim O,", které postupné piechazi
na H,O,, ¢imz je zapocata lipidova peroxidace nasledovand bunénou nekroézou. S odvolanim
na funkci HS jako donor-akceptujiciho systému se Jurcsik (1994) domniva, Ze schopnost HA
produkovat stejné¢ jako vazat aktivovany kyslik, by mohla byt dilezitym regulacnim
systémem HS pfi piipadném léceni a niceni rakovinovych bunék. [5]

2.3.3 VIiv HS na Kkrevni sraZlivost a fibrinolyzu

Je zaznamenavan ptiznivy vliv raSelinové terapie pii 1é¢be, rehabilitaci a prevenci
zanétlivych stavil vejcovodl a vajecnikli. Jednd se predevSim o pooperacni stavy, kdy je
zpomalena degradace fibrinu — fibrinolyza. Mesrogli (1988) aplikoval po laparotomii krys
pooperacni raSelinové koupele pro jejich Cistici a adhezné-inhibicni U¢inky. Moznym
vysvétlenim by mohla byt huminovymi kyselinami zapti¢inéna degradace fibrinu, zpisobena
uvolnénim tkanového typu plasminogenového aktivatoru (t-PA). T-PA je povazovan
za regulator antitrombotického obranného mechanismu. Aktivuje pfeménu plasminogenu
na plasmin, ktery spusti degradacni pfeménu nerozpustného fibrinu na rozpustny fibrinogen.
HA také inhibuje c¢innost koagula¢niho enzymu trombinu, a tim potlacuje formovani
fibrinovych monomera z fibrinogenu. Ve srovnéni s jinymi polyanionickymi slouc¢eninami
(heparin, pentosanpolysulfat) byly antikoagula¢ni u¢inky u HA méné& vyrazné. [5, 7]
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2.3.4 Estrogenova aktivita

Od prvniho objeveni sloucenin estrogenového typu v bitumenovych frakcich raseliny byla
provedena fada pokusti se snahou identifikovat povahu téchto latek. Za pfedpokladu, Ze jsou
steroidni hormony odpovédné za kolpotropické vlastnosti raseliny, da se predpokladat,
Ze budou chemickou analyzou velmi nesnadno potvrzeny. Studie na kastrovanych mySich
v ICR (Institute of Cancer Research, USA) ukazaly jak u pfirodnich, tak u syntetickych HA
pozitivni vysledky pfi Allen-Doisyho testu. Estrogenova aktivita u humatu sodného byla
zjisténa v poméru 1/3 000 nez u standardnich estriolovych preparati.

2.4 Pouziti huminovych litek ve veterinarnim lékarstvi

Ve veterindrni medicin€ jsou HS 1UspéSné aplikovany pii profylaxi a terapii
gastrointestinalnich nemoci u malych zvifat. Dale jsou HS vyuZivany jako antidotum pfi
prevenci intoxikace. HS dovedou vazat a pfipadné¢ metabolizovat jedy v gastrointestinadlnim
traktu. HA jsou podavany oralné jako 20 —30 % vodny roztok suspenze v davkovani 0,5 —
1,0 g/kg dvakrat denné po dobu 3 az 5 dni. Jak zjistil Ridwan (1977) 0,1 % koncentrace HA
je dostacujici ke sniZzeni hladiny olova a kadmia a minimalizovani rizika intoxikace tézkymi
kovy sledované u krys. Experimenty provadéné na mySich ukdzaly, Ze pii ordlnim podani
je humat olova méné toxicky nez acetdt olova. Opacné vysledky byly obdrZeny
pfi parenteralnim (intraven6znim) podani stejnych sloucenin. Je z toho ziejmé, ze zvoleny
zpisob pouziti je dilezitym faktorem, zda kov vazany na HS bude toxicky ¢i netoxicky. [5]

2.5 Pouziti huminovych latek v kosmetice

Ze maji huminové kyseliny piiznivé u¢inky na stav pleti dokumentuji pokusy a zavéry
zaznamenané v patentu WO 9858655. Na pleti dobrovolnic byl testovan krém s piimési
extraktu raSeliny a byla posuzovéana dv¢ hlediska: zlepSeni hydratace pleti a redukce vrasek
a hrubé pokozky.

V prvnim piipadé bylo testovano 20 dobrovolnic ve véku 18 az 60 let s riznymi typy pleti
a byl jim na dobu 30 minut aplikovan krém s 5 % obsahem raselinného extraktu, pokozka
byla zaroven testovana krémem o stejném slozeni, pouze bez ptidavku raselinného extraktu.
U pokozky oSetfené krémem s raselinnym extraktem doslo k primérnému zlepSeni hydratace
pokozky o 21,4 %, u pokozky oSetiené krémem bez raSelinného extraktu doslo ke zlepSeni
hydratace o 15,2 %.

V druhém ptipadé byla testovana plet’ Sesti zen ve veku 30 az 60 let a byl jim na oblast
obliceje aplikovan krém s 1 % obsahem raselinného extraktu, plet’ byla zaroven testovana
ikrémem bez obsahu raselinného extraktu. U pokozky oSetfené¢ krémem s raselinnym
extraktem doslo prumérmé k redukci vrasek a hrubosti pleti o 29 %, u pokozky oSetfené
krémem bez raselinného extraktu doslo ke zlepSeni o 14 %. [20]

2.6 Huminové latky a Zivotni prostredi

Je nesporné, Ze kvalita Zivotniho prostfedi mé vyrazny vliv na zdravi organismul. Pravé
proto zivotni prostiedi tak tizce souvisi i s medicinou a kosmetikou.
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2.6.1 Mutagenita

HS jsou ptirozenou soucasti zivotniho prostiedi, jsou ptitomny i v povrchovych vodach.
HS jsou studovany pro sviij genotoxicky potencial, zvlasté produkty chlorace a ozonizace
pitné vody s obsahem HS jsou znamé jako vysoce aktivni v bakteridlnich genotoxickych
testech. Studie mutageneze provadéné na vzorcich pitné vody ukazuji, ze 3-chlor-4-
(dichlormetyl)-5-hydroxy-(5H)-furanon (MX), jeden =z hlavnich meziproduktti chlorace,
je zodpovédny za vice neZ 20% pozorovanych piipadii mutaci. Naopak, in-vivo provadéné
testy pfinesly opacné zavéry, pravdépodobné diky nestabilité a dobré reaktivit¢ furanont.
Furanony se objevuji v potravinach, predevsim v dasledku Maillardovych reakei mezi cukry
a aminokyselinami pifi zvySené teploté. Pro <¢lovéka jsou dulezitym esencidlnim
antioxidantem (kyselina askorbova, vitamin C). Pfestoze jsou furanony mutagenni
pro bakterie a jsou schopny zplsobit poSkozeni DNA, jsou tyto slouceniny zaroven
1 efektivnim protikarcinogennim cinitelem. Tato skutecnost byla pozorovana u laboratornich
zvifat, kterd pfisla do kontaktu s karcinogennimi ladtkami jako je napf. zo[a]pyren
nebo azoxymetan. Dukazy desmutagenni aktivity pfinesli ve svych studiich také Cozzi
(1993), De Simone (1993) a Ferrara (2000). [5, 14]

2.6.2 Toxikologické studie kombinaci HA s tenzidy

Tenzidy jsou Casto pouzivany v kosmetice jako emulgatory, detergenty, nebo konzervaéni
a Cistici prostfedky. Pii kombinaci riznych druht tenzida s pfirodnimi a syntetickymi HA byl
zjistén pokles jejich pozorované cytotoxicity. Testovany byly pfirodni huméat sodny
a synteticky polymer HA-typu Na-KOP. Ob¢ latky vykazuji nizkou cytotoxicitu u bunck
U937. Hodnoty CCsg po jedné hodiné plisobeni jsou 334 (295 —377) pg/ml pro humat sodny
a 421 (340 -521) pg/ml pro Na-KOP. Byly pouzity Ctyfi skupiny tenzidd, amfolytické
(TEGO® Betain CKD), neionogenni (Plantacare®™ 2000), anionaktivni (sodium dodecyl sulfat,
sodium cetylstearyl sulfat) a kationaktivni (benzalkonium chlodid,
didecyldimethylammonium chlorid). K pokusim byly pouzivany uméle kultivované lidské
buiiky U937. Tenzidy byly na buiikdch testovany samostatné a v kombinaci s humatem
sodnym a Na-KOP. Cytotoxicita byla métfena testovaci metodou EZ4U zaloZenou na redukci
soli tetrazolia, konkrétn¢ soli XTT. V tabulce 4 jsou uvedeny vypocitané hodnoty CCsg
tenzidl a jejich kombinaci s HA. Vysoké hodnoty CCsy koresponduji s nizkou hodnotou
cytotoxicity a naopak.

Tabulka 4 Hodnoty CCs tenzidii v pritomnosti a nepritomnosti HS mérené 1
hodinu po expozici, n je pocet experimentil

CCs Interval
Typ Tenzid HS (ng/ml) |spolehlivosti [n
Amfolytické TEGO® Betain CKD - 34,1 30,4 - 38,2 3
TEGO® Betain CKD Na-humate | 42,5 |39,8— 453 | 3
TEGO® Betain CKD Na-KOP 33,9 320— 359 | 3
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Neionogenni | Plantacare” 2000 - 127,0 119-136 3
Plantacare®™ 2000 Na-humate |136,0 114 -162 3
Plantacare® 2000 Na-KOP 132,0 120 — 145 3

Anionaktivni | Sodium dodecyl sulfate - 45,6 44,7 — 46,5 7
Sodium dodecyl sulfate Na-KOP 51,4 48,9 — 54,1 3
Sodium cetylstearyl sulfate |- 21,8 18,9 - 25,0 3
Sodium cetylstearyl sulfate [ Na-KOP 22,7 18,2282 3

Kationaktivni | Benzalkonium chloride - 5,0 48— 5,2 10
Benzalkonium chloride Na-humate 8,5 7,2—-10,0 3
Benzalkonium chloride Na-KOP 7,0 66— 73 3
Didecyldimethylammonium |- 33 32— 34 6
chloride
Didecyldimethylammonium | Na-humate 5,4 51— 56 3
chloride
Didecyldimethylammonium | Na-KOP 5,5 50— 6,1 3
chloride

Z tabulky je patrné, ze humat sodny redukuje cytotoxicitu preparatu TEGO® Betain CKD
020 %, preparatu Plantacare® 2000 o 6%, benzalkonium chloridu o 41 %
a didecyldimethylammonium chloridu o 38 %. Synteticky Na-KOP redukuje cytotoxicitu
sodium dodecyl sulfatu o 21 %, benzalkonium chloridu o 28 %, didecyldimethylammonium
chloridu o 40 %. Na cytotoxicitu tenzidi TEGO® Betain CKD, Plantacare® 2000 a sodium
cetylstearyl sulfatu nema ptidani NA-KOP vyrazny vliv. S témito vysledky se nabizi otazka,
zda pfidani HA k tenziddm ma n&jaky vliv na zakladni vlastnosti tenzidi jako jsou
konzervacni, pénici nebo Cistici uinky. [4]

2.6.3 Ochrana pred ionizujicim zafenim

Oris (1990) ve své praci dokézal, Ze rozpuSténé HS v rozmezi koncentraci 1 —7 pg/mL
vyrazn¢ snizuji akutni fotoindukovanou toxicitu u ryb Pimephales promelas a Daphnia
magna. Tento jev je vysvétlovan utlumem aktivity vinové délky UV zafeni diky rozpusténym
HS. Ochranné G&inky HA pfed poikozenim gama zatenim *’Co, pozorované u samicek krys
Wistar, byly zaznamenany v patentu WO 9858655. Pouzit¢ HA byly ziskédny z raselinist
o stari 3 000 — 7 000 let. Preparat HA (240 mg/jedinec/den) byl po dobu 7 dni pfed ozafenim
aplikovan gastrointubaci samickam krys z kmene Wistar o télesné hmotnosti v rozmezi 190 —
210 g. Po ozafeni néasledovala ctyftydenni péce se stejnymi davkami preparatu HA. U jedinca
osetfovanych HA nebylo zjisténo zadné poskozeni. Nizs$i davky HA (90 mg/jedinec/den)
mély také pozitivni efekt, ale v mensim rozsahu. Tyto poznatky by mohly v budoucnu najit
uplatnéni napf. v prostiedcich zmirnujici uc¢inky chemoterapie. Poddni humatu sodného
zkoumanym hlodavciim v jednorazové davce s odstupem 5 — 10 minut po ozéfeni smrtelnou
davkou zateni °Co vedlo k pieziti 43 % jedinct po dobu 60 dnd.

Mimo ochrany proti poskozeni zpisobenému ozaifenim a podptirnych G¢inkl na regeneraci
tkani, HA vykazuje také nepiimé detoxikacni ucinky, napf. plsobi preventivné proti
fotoaktivaci polycyklickych aromatickych uhlovodikd.  Nikkila (1999) demonstroval
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redukéni ucinky HA na toxicitu pyrenu ozafeného UV-B zafenim u ryb Daphnia magna.
Celkovy efekt je pfipisovan snizeni prostupnosti zafeni vodou, coz pusobi pokles
fotomodifikace rozpusténého pyrenu, dalSim vysvétlenim by mohla byt piima
interakce pyrenu a HA.

2.6.4 BDF onemocnéni

Na jihozdpadnim pobiezi Taiwanu se vyskytuje endemické onemocnéni perifernich cév
dolnich koncetin, které ma podobné symptomy jako arterioskler6za ¢i tromboticka
onemocnéni. Toto onemocnéni je podle hlavniho vizudlniho pfiznaku, tmavého az Cerného
zbarveni dolnich koncetin, nazyvano BFD (blackfoot disease). Za jeden z etiologickych
faktorti vyskytu BFD je povazovana vysoka koncentrace zelenomodrych fluorescen¢nich HS
a arzenu v pitné vod¢. Tato choroba byla vyvolana experimentdlné u mys$i uzivajicich
fluorescenéni HS po dobu 22 dnii v denni dédvce 5 mg na 20 g hmotnosti téla jedince.
Patogeneze tohoto onemocnéni nebyla dosud pevné stanovena. Studie in-vitro odhalily
poskozeni lidskych erytrocytti vyvolané podanim HA v davce 5 — 100 pg/mL, vliv zde ziejmée
hraje i oxidativni stres. [5]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast ma vtéto praci pouze doplikovy charakter a jejim ukolem
je seznameni se se zakladnimi operacemi huminové chemie, izolaci a charakterizaci HA.

Zdrojem huminovych kyselin byl lignit pochazejici z neogenni panve Dolnomoravského
uvalu, konkrétné z dolu Mir v oblasti Mikul€ice (spolecnost Lignit s.r.o. Hodonin).

3.1 Izolace huminovych kyselin

Izolace HA byla provadéna dvéma zpisoby a byly jimi ziskdny dva vzorky huminovych
kyselin.

3.1.1 Technické huminové kyseliny
Prvni postup je podle kvality ziskdvanych HA nazvan jako technicky.

Do dvou plastovych dvoulitrovych lahvi jsem odvazila vzdy 60 g pomletého lignitu
o vlhkosti 6,28 %. Lignit byl pomlet v kulovém mlynu po dobu jedné minuty. Jednotlivé
navazky jsem zalila 2 | extrak¢niho roztoku (0,1 M NaOH a 0,084 M NasP,07) za pribéZzného
promichavani elektrickym michadlem. Nadoby s obsahy jsem ulozila pfes noc na tfepacku.

Druhy den jsem suspenze z obou lahvi kazdou zvlast' prefiltrovala ptes hustou tkaninu
a sito do pétilitrovych plastovych kddinek. Tuhé zbytky jsem jesté jednou extrahovala podle
vyse uvedeného postupu, avSak pouze po dobu jedné hodiny. Tyto ziskané suspenze jsem
prelitim pfes hustou tkaninu a sito doplnila k odpovidajicim prvnim podilim filtratd,
¢imz jsem ziskala dvakrat 4 1 filtratu. Obsah kazdé kadinky jsem okyselila pfiblizné 20 % HCl
na pH odpovidajici hodnoté 1, coz jsem kontrolovala pH-metrem. Plastové kadinky jsem
nasledné ulozila ptes noc do lednicky a zakryta alobalem.

Sedimentovanou vrstvu jsem nasledujici den odd¢lila od kapaliny odsatim vodni vyvévou.
Vysrazené huminové kyseliny v sedimentované ¢asti jsem od vody dale oddélila odstiedénim
v plastovych kyvetach o objemu 250 ml, parametry odstfed’ovani byly nastaveny nasledovné:
teplota 15 °C, ¢as 10 min, otacky 4 000 ot/min. B€hem odstfed’ovani jsem huminové kyseliny
tiikrat promyvala 0,1 — 0,2 M HCI a na zavér jedenkrat destilovanou vodou. Ziskany produkt
z jedné z navazek jsem suSila v susarné pii 50 °C, druhy produkt jsem pouzila k dalsi Gprave,
viz izolace ,,Cisté* huminové kyseliny.

3.1.2 Cisté huminové Kkyseliny

Druhy postup je podle kvality ziskavanych HA nazvan jako Cisty.

Ziskanou srazeninu podle pfedchoziho postupu jsem pielila dvéma litry smési HCl a HF
v dvoulitrové plastové kadince, kterou jsem nasledné nechala tiepat na tfepacce do druhého
dne. Smés kyselin jsem piipravila z 10 ml koncentrované HCI a 20 ml koncentrované HF
ve 2 1 vody.

Sedimentovanou suspenzi jsem oddélila od kapaliny odlitim a zbylou vodu jsem odstiedila
podle parametri vySe uvedenych v plastovych kyvetich o objemu 250 ml. Odstfedéné
huminové kyseliny jsem promyla jedenkrat vodou a opét dala odstiedit, poté jsem ziskané
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huminové kyseliny umistila do dvou dialyza¢nich membran. Dialyzu jsem provadéla v 51
plastové kadince proti destilované vod¢, dokud voda nevykazovala negativni reakci
na chloridy pomoci 0,1 M AgNO;. Voda jsem vyménovala jedenkrat az dvakrat denné
po dobu Sesti dnd.

Tuhy produkt z dialyzaéni membrany jsem oddélila a dala suSit do susarny pii teploté
50 °C.

3.2 Charakterizace huminovych kyselin
3.2.1 Proméfeni IC spektra huminovych kyselin v tableté z KBr

Rozmélnény a vysuSeny vzorek HA (pfiblizné 2 mg) jsem smisila s nadbytkem vyzihaného
KBr (asi 300 — 400 mg) a ve specidlnim lisu jsem vytvotila prithlednou tabletu o priméru
asi 1 cm a tloustce 1 —2 mm. Ze vzorku technickych i ¢istych HA byly vytvoreny vzdy 2
tablety. Na IC spekrofotometru jsem méfila jejich transmitanci T v zavislosti na zvoleném
rozsahu vlno&tu od 400 do 4 000 cm™. Po prvnim méfeni jsem tablety vlozila do vakuové
suSarny pfi teplot¢ 40 °C na dobu ¢tyt hodin. Poté jsem tablety technickych a ¢istych HA
proméfila znovu za stejnych podminek.

3.2.2 Proméreni UV/VIS spektra huminovych kyselin

Z odvazeného mnozstvi 0,020 8 g technické huminové kyseliny a 0,021 2 g Cisté huminové
kyseliny jsem pftipravila dva roztoky v odmérné baiice o objemu 100 ml dolitim 0,1 M NaOH
po znacku. Ziskané roztoky jsem prométfovala na UV/VIS spektrofotometru jako zavislost
absorbance A na zvolené vinové délce 200 az 900 nm.

3.2.3 Stanoveni vlhkosti a popela ve vzorcich huminovych kyselin

Na analytickych vahach navazend mnozstvi technické a cist¢é huminové kyseliny jsem
vlozila do pece na dobu ¢tyt hodin pii teploté 105 °C pro stanoveni vlhkosti.

VysuSené vzorky materidlu jsem déle pouzila pro stanoveni popela, odvazena mnozstvi
vzorkll jsem vloZila na dobu ¢tyf hodin do pece pii teploté 700 °C.

3.2.4 Elementarni analyza

Vzorky technickych a &istych HA byly déale podrobeny na Ustavu struktury a mechaniky
hornin Akademie Véd Ceské republiky elementérni analyze, byly stanoveny na CHNS/O
mikroanalyzatoru firmy Thermo Finnigan (Carlo Erba).
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4 DISKUZE A ZAVERY

Vliv huminovych latek na kvalitu lidského zdravi je dlouholetym pfedmétem vyzkumu
v oblastech analytické, environmentalni, fyzikalni a potravinarské chemie, bunécné biologie,
molekularni genetiky, farmakologie a toxikologie.

Z kosmetického a medicinského hlediska jsou huminové latky potazmo huminové kyseliny
velmi zajimavé pro Siroké spektrum svych vlastnosti a moznych pouziti. RaSelina s vysokym
obsahem huminovych latek nachazi jiz tradi€ni vyuziti v lazeistvi. Jde predevsim
o onemocnéni pohybového aparatu, kozni a gynekologickd. Huminové kyseliny maji
krve, stabilizuji hladinu estrogenu, zpomaluji rozvoj nékterych typti rakovinného bujeni
a chrani pfed radioaktivnim a UV zéfenim.

Vzhledem k pomalé obnovitelnosti zdroje piirodnich huminovych kyselin se mi jevi
jako velmi diilezité soustfedit se na vyrobu syntetickych latek huminového charakteru. S tim
souvisi 1 naléhavd otdzka odhaleni ptesné chemické struktury huminovych kyselin.
Za nejperspektivnéjSimi  sméry ve vyzkumu huminovych latek povazuji  studium
antivirového potencialu, dale schopnost vytvaret chelatové slouceniny s tézkymi kovy, vazat
toxické latky a absorbovat UV zafeni.  Ne&které druhy pfirozené se vyskytujicich
a syntetickych biopolymerit typu HA maji z hlediska dosazenych vysledkl potencial stat se
ucinnymi lé¢ivy, avSak pouziti 1éCiv v terapii nese vysoké naroky na farmakologické dikazy
ucinnosti, toxikologické bezpecnostni normy a jasné definované chemické slozeni pouzitych
komponentti. Odhaleni pfesné struktury huminovych kyselin a huminovych latek obecné
je tedy otdzka, jejiz zodpovézeni by nepochybné posunulo vyzkum téchto latek v mnoha
oborech o znaény krok vpted.

Izolovanim huminovych kyselin z lignitu jsem ziskala 44 g ,,technické* huminové kyseliny
aldg ,Cist¢* huminové kyseliny. Za hlavni divody poklesu vytézkl, a to predevsim
v piipad¢ cistych huminovych kyselin, povazuji rozpuSténi ¢i vyplaveni necistot
anorganického ptivodu z vychozi latky béhem izolace HA. Dal$im divodem poklesu vytézkt
mohly byt ztraty pfi odsavani kapaliny nad sedimentem a samotné filtraci sedimentu.

Spektroskopickd méfeni vzorkli technickych a ¢istych HA vykazovala typickd spektra
publikovana mnoha autory. Potvrdila se pfitomnost charakteristickych skupin pro huminové
kyseliny, jsou to zejména skupiny karboxylova, fenolovd, alkoholov4, karbonylova
aamidova. Ve vSech ctyfech vzorcich se soucasné potvrdila i pfitomnost polysacharidii
nebo polysacharidim podobnych latek a Si—O piiméesi.

Z naméfenych hodnot UV/VIS spekter roztokl technickych a €istych huminovych kyselin
jsem ziskala hodnoty absorbanci A pfi vlnovych délkach 465 nm a 665 nm a vypoctem podilu
téchto hodnot jsem dospéla k hodnoté tzv. humifika¢niho indexu. Pro technick¢ HA jsem
vypoctem ziskala hodnotu humifika¢niho indexu 3,538 8, pro Ccist¢ HA hodnota
humifika¢niho indexu dosdhla hodnoty 2,971 0. Tento pomér A(465 nm)/A(665 nm)
pro huminové kyseliny je obvykle nizs§i nez 5,0 , coz vypolty potvrzuji. Niz§i pomér
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v piipadé¢ vzorku cistych HA muze znacit relativné vysoky podil aromatickych Ccastic
a naopak vyssi pomér u vzorku technickych HA ukazuje na nizky obsah aromatickych ¢éstic
arelativné vy$si obsah alifatickych struktur. Byl také pozorovéan inverzni vztah mezi timto
pomérem a odolnosti huminového materidlu. Huminovy material s nejvyssim koeficientem
aromatickych c¢astic, maji vys$Si odolnost a jsou to substance starSiho ptivodu, jsou vice
humifikované.

Ve vzorku technickych huminovych kyselin byla zjisténa vyssi vlhkost a obsah popela
nez u vzorku ¢istych huminovych kyselin. Pro technické HA byla zjiSténa vlhkost 5,09 %
a obsah popela 29,38 %, pro cist¢ HA byla naméfena vlhkost 4,07 % a obsah popela 12,29 %.

Tabulka 5 Hlavni absorpcni pasy IC spektra [10, 12, 13]

Vinoéet (cm™) | Skupina

vazebné vibrace O—H ve fenolickych —OH skupinach (s ptispévkem

3400 =3300 alifatickych —OH skupin a pfipadné¢ N-H)

3030 vazebné vibrace aromatickych C—H vazeb

2940 — 2900 vazebné vibrace alifatickych C—H vazeb

2930 antisymetrické vazebné C—H vibrace ve skupinach —CH,—

2840 symetrické vazebné C—H vibrace ve skupindch —CH,—

2600 vazebné O—H vibrace karboxylovych skupin, vazanych vodikovym mistkem
(1_72157 1_ O; 720 vazebné C=0 vibrace ve skupiné —COOH, s malym ptispévkem keton

1717 vazebné C=0 vibrace v karbonylech, aldehydech a ketonech

vazebné C=0 vibrace v amidické skupiné (amid I); C=O chinonti; vazebna
1660 — 1630 vibrace C=0 v konjugovanych ketonech, vazané vodikovou vazbou ke
skupiné¢ —OH

aromatické C=C vazebné¢ vibrace; C=0 v konjugovanych ketonech, vazané
1620 — 1600 vodikovou vazbou ke skupiné —OH (siln¢); antisymetrické vazebné interakce

—COO
symetricka vibrace -COO", deformacni vibrace N-H; C=N vazebné vibrace
1590 - 1517 .
amidu II
vazebné vibrace aromatickych C=C, pfip. antisymetrické vazebné vibrace —
1580 i
COO
1575 antisymetrickd vazebna vibrace aniontu —COO"
1540 vazebné vibrace N—H v amidické skupiné (amidlII)
1525 vazebné vibrace aromatickych C=C
1515 vazebné vibrace aromatickych C=C, amidu II (deforma¢ni N—H vibrace
polypeptidi)

(1460 —) 1440 | —C—H antisymetrické deformacni vibrace alifatickych —CH3 a —CH,— skupin

OH deforma¢ni a C—O vazebné vibrace fenolickych —OH, C—H deformacni
1400 — 1390 vibrace —-CH; a —CHj3 skupin; antisymetrické vazebné vibrace karboxylového
anionu —COO°

symetrické —COQ" vazebné vibrace, ptip. symetrické deformacni vibrace C—

1350 CHj; v alifatickych skupinach
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vazebné vibrace C—O a deformacni vibrace O—H ve skupin¢ -COOH, C-O
1280 — 1200 L .

vazebné vibrace aryletherti
1270 C—OH vazebné vibrace fenolickych —OH skupin
1225 vazebné vibrace —C—O a deformacni vibrace —OH ve skupindch —-COOH
1220 vazebna vibrace C—N (amid III)
1170 —C—OH vazebna vibrace alifatickych —-OH

C—0 vazebné vibrace polysacharidii nebo polysacharidim podobnych latek,
1070 (—970) . v

S1—0O pfimési
1070 vazebné vibrace C—C alifatickych skupin
830, 775 mimorovinné deformacni vibrace aromatické C—H vazby

Tabulka 6 Hodnoty pro humifikacni index
Technické huminové kyseliny | Cisté huminové kyseliny
Aues | 0,990 5 1,084 1
Agss | 0,279 9 0,364 9
Es6 | 3,538 8 2,971 0
Tabulka 7 Stanoveni vlhkosti huminovych kyselin
Technické huminové kyseliny | Cisté huminové kyseliny
1. stanoveni | 2. stanoveni | 1. stanoveni | 2. stanoveni

Pivodni navazka (g) | 0,303 5 0,298 1 0,298 7 0,304 8
Hmotnost susiny (g) | 0,288 2 0,282 8 0,286 7 0,292 3
Vlhkost (%) 5,05 5,12 4,03 4,11
Primérné vlhkost (%) | 5,09 4,07

Tabulka 8 Stanoveni popela huminovych kyselin
Technické huminové kyseliny | Cisté huminové kyseliny
1. stanoveni | 2. stanoveni 1. stanoveni | 2. stanoveni
Navazka vysuSeného vzorku (g) | 0,279 1 0,281 7 0,279 6 0,283 8
Hmotnost popela (g) 0,081 3 0,083 5 0,034 0 0,0352
Obsah popela (%) 29,12 29,63 12,15 12,42
Primérny obsah popela (%) 29,38 12,29

Tabulka 9 Vysledky elementarni analyzy vzorku technickych a cistych HA
Vzorek %W | %A | %c' | %H | %N | %s' | %O
Cisté HA 4,63 15,56 54,51 4,71 1,03 0,91 26,07
Technické HA 5,18 28,59 41,11 3,72 0,89 0,80 24,09
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AA
BFD
BOP
CCso
CMV

kyselina arachidonova

periferni cévni onemocnéni dolnich koncetin

produkt oxidace katecholu

polovi¢ni hodnota maximalni cytotoxické koncentrace
cytomegalovirus

2,5-DHBQOP produkt oxidace 2,5-dihydroxibenzochinonu

2,5-DHPOP
3,4-DHPOP
2,5-DHTOP
3,4-DHTOP
CHOP
DNA

DOM

FA

GENOP
HA

HS

HSV-1
HYDROP
HYKOP
ICS()

IC

IHSS

IL-1

KOP

M.W.

MEC

MX

NMR

POP

RSV

SOM
TNF-o

Uv

VZ1C
VZ1CV
VZ1T
VZITV
VZ2C
VZ2CV
VZ2T
VZ2TV

produkt oxidace 2,5-dihydroxyphenylacetalové kyseliny
produkt oxidace 3,4-dihydroxyphenylacetalové kyseliny
produkt oxidace 2,5-dihydroxytoluenu

produkt oxidace 3,4-dihydroxytoluenu

produkt oxidace chlorgenové kyseliny

kyselina deoxyribonukleova

rozpus$téna organickd hmota

fulvokyseliny

produkt oxidace gentisinové kyseliny

huminové kyseliny

huminové latky

virus herpes simplex typu 1

produkt oxidace hydrochinonu

produkt oxidace kyseliny hydrokavové

polovi¢ni hodnota maximalni inhibi¢ni koncentrace
infracerveny

Mezinarodni asociace pro huminové latky

interleukin-1

produkt oxidace kyseliny kavové

molekulova hmotnost

maximalni efektivni koncentrace

mutagen ‘X’

nuklearni magneticka resonance

product oxidace kyseliny protokatechinové

syncytidlni respiracni virus

organicky pidni material

tumor necrosis faktor alfa

ultrafialové zéteni

vzorek 1 ¢isté HA v KBr tableté

vzorek 1 ¢isté HA v KBr tableté, vakuoveé vysuseny
vzorek 1 technické HA v KBr tableté

vzorek 1 technické HA v KBr tableté, vakuoveé vysuseny
vzorek 2 Cisté HA v KBr tableté

vzorek 2 ¢isté HA v KBr tableté, vakuoveé vysuseny
vzorek 2 technické HA v KBr tableté

vzorek 2 technické HA v KBr tableté, vakuoveé vysuseny
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