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ABSTRAKT

Zamérem této prace bylo nalezeni hlavnich fluorofort ptidnich a lignitickych huminovych
latek pomoci metody 2D synchronni fluorescencni spektroskopie (SFS) a 3D SFS. Tyto
metody jsou Casto vyuzivany k charakterizaci multifluorofornich systému. Métend synchronni
spektra byla srovndna se standardy IHSS. Dale bylo tkolem najit pfipadné rozdily mezi
vybranymi vzorky huminovych a fulvokyselin.

ABSTRACT

The purpose the diploma thesis was to determine main fluorophores of soil and lignite
humic substances using methods of 2D synchronous fluorescence spectroscopy (SFS) and 3D
SFS. These fluorescence methods are frequently used for characterization multifluorophore
systems. Measured synchronous spectra were compared with standards IHSS. Next to that the
aim was to find differences between chosen samples of humic and fulvic acids.
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1 UVOD

Huminové latky (HS) jsou nejvice distribuované organické slouceniny na zemském
povrchu, které vznikaji rozkladem rostlin a zivocisnych tél. Jsou ptitomny v padach, vodach a
sedimentech, kde maji dilezitou roli v podpote ristu rostlin, stabilizace pidni struktury a
ochrané pred enviromentalnimi kontaminanty. Nicméné zde stdle zlistdva otazka o jejich
zakladni chemické struktufe a konformacénich vlastnostech. Jsou popsany jako
supramolekularni asociaty malych a heterogennich molekul, které sami vytvareji svou
strukturu pomoci slabych vazeb, jako jsou Van der Waalsova , n—n a CH—n vazby a vodikova
vazbal.

Huminové latky (HS) jsou na zadkladé své rozpustnosti déleny na huminové kyseliny
rozpustné v alkalickych roztocich, fulvokyseliny rozpustné jak v zasadach tak i v kyselém
prostfedi a nerozpustny humin. Fulvokyseliny jsou pfedevs§im hlavni slozkou rozpusténé
organické hmoty v ptirodnich vodach, zatimco HA a humin se vyskytuji pfedevsim v ptidach
a sedimentech jako ¢ast pevné faze?.

Nejvice zkoumanou huminovou latkou jsou huminové kyseliny (HA) jejichz rozmanita
struktura a obsah velmi riznorodych funkénich skupin jednak ¢ini tyto latky velmi vdécnym
studijnim materidlem pro celou fadu védeckych pracovist, predevsim pak zapficinuje celou
fadu velice zajimavych vlastnosti huminovych kyselin. Jednd se ptedevSim o vlastnosti
spektralni, koloidni, elektrochemické, iontové vyménné a sorpcni. Huminové kyseliny maji
schopnost sorbovat tézké kovy vytvafenim komplext s funkénimi skupinami (-COOH; —
C=0; —OH) vazanymi na povrchu huminovych kyselin. Jejich vyuziti v Sirokém oborovém
spektru (doplnky stravy zvifat, pidni kondicionery, organickd hnojiva, remediatory
kontaminovanych pid) je pfedmétem dal$iho vyzkumu a vyvoje3.

Aby mohli byt vysledky tykajici se vyzkumu huminovych latek z jednotlivych
vyzkumnych laboratofi spravné interpretovany byla zalozena spole¢nost ITHSS (International
Humic Substances Society), ktera se zaméfila na piipravu standardd huminovych a
fulvokyselin  z lignitu, sladké vody, minerdlnich a organickych soli a na sbirani
charakteristickych dat. Také normovali postupy odbéru a ptipravy vzorkd HS.

Huminové latky pochazejici z riznych zdroji se od sebe vyrazné odliSuji a proto je
vyzkum zaméfen na vysvétleni téchto odliSnosti. Jsou velké rozdily mezi piidnimi, vodnimi
nebo lignitickymi vzorky. Povaha latek je totiz ovlivnéna napft. lokalitou nalezu, okolnim pH,
stafim, zpracovanim vzorku a dal$imi faktory4.

K charakterizaci HS se pouziva Casto fluorescen¢ni spektroskopie, ktera zahrnuje vice
metodik méteni. Napiiklad méfeni excitace, emise ¢i synchronni méfeni pii konstantnim
rozdilu mezi monochromatory, excitacné emisni matice (EEM). V této praci byla pouzita
synchronni fluorescencni spektroskopie (SFS), kdy je snimana zavislost relativni intenzity
fluorescence na emisni vinové délce a 3D SFS, kdy je sniména zavislost relativni intenzity
fluorescence na emisi a konstantnim rozdilu AL3:6:7. Charakterizovany pomoci téchto dvou
metod byly pfedevsim pudni a dale i lignitické huminové latky.
zatimco fluorescence HA je zplsobena konjugovanymi fenoly, chinony a dalSimi
aromatickymi latkami8,?.

Fluorescence huminovych latek je obecné zavisla napf. na pivodu zdroje, molekulové
hmotnosti, koncentraci, pH, iontov¢ sile, teploté a s ni spojené viskozité, redoxnim potencialu
prostiedi a interakcich mezi kovovymi ionty a organickymi latkamiZ?.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky a ptudni organicka hmota

Podle Stevensona (1994) se ptirodni organickd hmota sklada hlavné z makroorganického
materidlll leziciho na povrchu pid (tzv. lehké frakce, zbytky rostlin v ptid€) dale z ptdni
biomasy. Tato €ast je tvoiena pirevazné mikroorganismy Zzijicimi v pudé¢ v jejichz zazivacich
traktech jsou rostlinné zbytky dokonale smichany s mineralnim podilem. Posledni slozkou
organické hmoty je stabilni humus!!. Z chemického hlediska je humus soubor tmavé
zbarvenych organickych dusikatych polyfunkénich latek kyselinové povahy, ptevazné
koloidniho charakteru, vysoké molekulové hmotnosti, relativné odolnych vii¢i mikrobialnimu
rozkladu.

Humus zahrnuje pladni organickou hmotu, ktera se skladd jak zhuminovych tak
z nehuminovych latek jejichz slozeni neni dosud jasn€ uréeno. Humus obsahuje zndmé latky
typu aminokyselin, sacharidti, nukleovych kyselin, které prosly humifika¢nimi pochody. Pii
jeho klasifikaci lze vzit v ivahu stupenl disperze, plidni reakci a sorpcni kapacitu, vztah
k mineralnimu podilu ajf2.

Huminové latky (HS) jsou stabilni, tmavé zbarvené, heterogenni organické slouceniny,
které patii k nejrozsifenéjSimu organickému materialu na planeté. Tento soubor organického
,»zbytku* ptispiva k Zivotnim funkcim ptidy, takovym jako je sekvestrace, mobilita a oxidacni
nebo redukéni pfeména molekul organickych xenobiotik a stopovych koviiZ3.

Vysledné produkty humifikace 1ze oznacit jako huminové latky, mezi néz patii
fulvokyseliny, huminové kyseliny, hymatomelanové kyseliny a huminy. VSechny huminové
latky maji aromatické jadro srozdilnymi perifernimi soucastmi (peptidy, aminokyseliny,
cukry aj.). Aromaticka jadra maji lyofobni charakter, periferni slozky jsou lyofilni
(hydratované). Pomér téchto slozek urcuje vyslednou lyofilnost, reaktivitu, kyselinovy
charakter a sorpéni kapacitu humusul4.

Ve studii Engebretson byl pozorovan vliv UV fotolyzy roztoku huminovych latek a jejich
molekularnich fragmenti. Bylo zjiSténo, ze po ozafeni doSlo ke zméné v distribuci
molekularnich hmotnosti a tak se ptredpokladalo, ze doSlo k rozstépeni fetézce HS. U
molekularnich fragmenti huminovych latek doSlo k oslabeni detergentnich vlastnosti, coz
snizilo tendenci spojovat se s malymi hydrofobnimi ¢astmi, které nebyly schopné tvofit
strukturované pseudomicelarni domény, které mohou byt oddéleny nepolarnimi ¢astmil?.

Tombacz a kol zaznamenal pomoci NMR spektroskopie, ze HA frakce maji velky obsah
uhlovodikti a maji pomérné vysokou hodnotu kritické micelarni koncentrace. Predpokléadali,
ze koloidni vlastnosti huminovych asociati jsou ovlivnény piitomnosti alkylovych
biomolekul jako jsou mastné kyselinyZ6.

Pro studium huminovych latek (HS) je dilezité, jestli jsou HS zkoumény pfimo v padé
nebo jsou vyizolované z pud, protoze HS v piid€ se vyznacuji vétsi zavislosti na iontové sile
nez izolované HA. Nicméné podstatnéjsi rozdil je v tom, ze HS v ptidé maji vétsi tlumivou
kapacitu nez izolované HA pii vysokém pH. Domnivali se, Ze za to miize vysSi obsah
fenolickych skupin a humin ptitomny v piidach?”.

Humusové (huminové) slozky lze izolovat pomoci fady extrakénich cCinidel s riznym
vytézkem. Slozeni humusu je ovlivnéno nejen podminkami vzniku, ale i zpiisobem extrakce,
dalsiho ¢isténi, ptipadné frakcionace. Nejcastéji se pouziva k izolaci alkalicka extrakce smési
(NaOH, Na,P,07) kdy se odd¢li jednotlivé slozky podle své rozpustnosti (huminové kyseliny,
se vysrazi z roztoku), fulvokyseliny ptechazeji do extraktu a huminy jsou



neextrahovatelny zbytek. Okyselenim alkalického extraktu na pH 1-2 zGstavaji v roztoku
fulvokyseliny (FA), huminové (HA) a hymatomelanové kyseliny se vysrazeji. Pti extrakci
srazeniny alkoholem pfechdzeji do alkoholového extraktu hymatomelanové kyseliny,
huminové kyseliny ziistanou vysrazeny!418.

V literatufe se huminové latky rozdéluji dale podle své molekulové hmotnosti a podle
aromaticity. Podle Praxe a kol. (Pidoznalstvi MZLU) je rozdil mezi jednotlivymi slozkami
HS tento:

cwwr

(svétle zlutd), obsah C do 50 %, jsou pomérn¢ lehce rozlozitelné a zaroven se pomérné rychle
obnovuji v procesu mineralizace a humifikace. Z d@vodu rychlé mineralizace je obsah
fulvokyselin (FA) nizsi v pudéach s vysokou biologickou aktivitou. Jejich sorpéni kapacita je
asi 3000 mmol kg .

Huminové kyseliny maji ve srovndni s fulvokyselinami tmavsi zbarveni (hnédé az cerné)
a vyssi molekulové hmotnosti, obsah C je od 52 do 65 %. Vykazuji stiedni az vyssi odolnost
viidi rozkladu a vysokou sorpéni schopnost — kolem 4000 mmol kg . V piidach se vyskytuji i
ve formé soli s riznymi kationty. Tyto soli se oznacuji jako humaty. Za soucast téchto kyselin
se povazuji i hymatomelanové kyseliny, které maji Zluté az zlutohnédé zbarveni a nizsi
molekulovou hmotnost nez vlastni huminové kyseliny (od nékolika 100 do nékolika 1000
Da)!2. Podle soucasnych poznatki je struktura huminovych kyselin tvofena aromatickymi a
hydroaromatickymi di-, tri- az tetrakyseliny, které mohou byt spojeny aminokyselinami,
aminosacharidy, peptidy nebo alifatickymi slou¢eninami. Polyaniontovy charakter HA je déan
ptitomnosti karboxylovych a hydroxylovych skupin umisténych na aromatickych jadrech a
zplisobi, Ze mohou vézat ionty riiznymi mechanismy??.

Humin ma nejvy$$i molekulovou hmotnost a ma tmavou barvu, nejodolngjsi vici
mikrobidlnimu rozkladu, ma rovnéz koloidni vlastnosti. Nékdy se do této kategorie zatazuje
nejstarsi slozka organické ptidni hmoty — humusové uhli, které se jiz neti¢astni ptidotvornych
procestif?.

Humaty jsou soli huminovych kyselin rozpustné ve vodé¢ nebo v pufrech v celé skale pH.

HS jsou podle Piccola a kol. supramolekularni asociace, v niz mnoho relativn¢ malych a
chemicky odliSnych organickych molekul vytvaii klastry spojené vodikovymi mustky a
hydrofobnimi interakcemi. Podle této teorie vytvari HS micelarni struktury s hydrofilni vné;jsi
Casti a hydrofobni vnitini ¢asti seskupeni20>21,

Tato teorie zahrnuje vSechny molekuly, které jsou asociovany s huminovou frakeci,
zahrnujici jiné biomolekuly, které jsou vazany kovalentné a proto nemohou byt separovany
od huminové frakce aniz by nedoslo k vyznamnym zménam chemickych vlastnosti frakce
HS. Pfitomnost nehuminovych latek neboli biomolekularnich fragmenti v HS se prokézalo
gelovou chromatografii. Biomolekularni fragmenty hraji dtlezitou roli v supramolekuldrni
asociaci huminovych latek (HS) a jsou primarné odvozeny z lipidd, ligninti, neligninovych
aromatickych druh, sacharidii a proteini?3.



Supramolekularni asociace HA ve vodném roztoku byla studovana gelovou chromatografii
(HPSEC), rozptylem svétla, ultrafiltraci, konduktometrii a spektrofotometriiZ2.

Piccolo a jeho kolegové poskytli diikaz, pouzitim GPC a HPSEC, ze velikost huminovych
fragmentil se velmi méni pfidanim jednoduché organické kyseliny v porovnani s piidavkem
HCI. UV-VIS spektra HS v pfitomnosti organickych kyselin ukédzala hypochromismus
(pokles absorbance kvili vzriistu vzdalenosti mezi absorbujicimi chromofory). V této praci
spiSe predpokladaji, Ze ke zméndm relativni molekulové hmotnosti huminového materidlu
dochazi spise disagregaci nebo agregaci klastri malych molekul. Pfedpokladali, Ze organicka
kyselina pronika do hydrofobnich mist asociati HS a separuje je na mensi asociaty vazané H—
mistky?2623,

Ukazuje se, Zze HA jsou nerozpustné v kyselé oblasti, protoze agregac¢ni fenomén probiha
pravé pii nizkém pH. Hydrodynamicka velikost HA siln¢ zavisi na stupni neutralizace
negativniho povrchového naboje a proto se velikost HA méni s hodnotou pH, iontovou silou a
stupném komplexace.

Podle Maurice a kol. se HS chovaji jako flexibilni linearni koloidy pfi nizké koncentraci
HS a vysoké hodnoté pH23.

Ve studii Halim a kol. bylo sledovano jaky m4 agregace a disagregace vliv na fluorescenci
huminovych vzorkt. Bylo zjisténo, ze aktivita fluoroforu se zvysSuje s klesajici molekulovou
hmotnosti frakce, kde mensi velikosti frakci vznikly plisobenim kyseliny octové?4,
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2.2 Vliv matrice huminovych latek na jejich vlastnosti

HA extrahované z lignitu maji nékteré charakteristiky srovnatelné s HA z ptd a raSelin,
véetné pritomnosti polyfenolickych jader, fenolovych, hydroxylovych a karboxylovych
skupin disociacné zavislych na pH.

Bylo pozorovéno, ze HA izolované z lignitu maji vys$si hydrofobicitu nez HA z kompostu.
Dale ptidni huminové latky jsou svym charakterem aromatictéj$i a hydrofobnéj$i nez HS
pochazejici z moiského prostfedi. HA rozdilného piivodu se 1i§i ve svych chemickych
vlastnostech, coz ve vysledku ovliviiuje stabilitu huminovych komplext s kovy a stejné tak
mechanismy transportu kovi.

Lignitické huminové kyseliny naptiklad Leonardite HA (LHA) na rozdil od pldnich
huminovych kyselin (SHA) jsou vysoce kondenzované a maji méné postranich fetézct a
funkénich skupin. Elementarnim slozenim se také LHA 1i$i od lesnich a zeméd¢lskych
pudnich HA. Nejvétsi pozorovatelny rozdil mezi SHA a LHA je v poklesu obsahu O a N, coz
souvisi s vy$§im stupném zralosti LHA a soucasné s nariistem obsahu S, P a popelu smérem
od SHA k LHA. Vysoké hodnoty H/C v LHA poukazuji na nizsi stupen zralosti. Pivod HA
ovlivituje zfejmé jejich pomér C/N, jehoZ niz§i hodnoty obvykle poukazuji na pfitomnost
nerozlozené organické hmoty. Atomovy pomér C/N je pro LHA vyznamné vys§i nez
v pifpadé SHA a indikuje relativné vyssi stupeti prouhelnéni?3.

Vytéznost huminovych latek z lignitu se pohybuje okolo 20 az 40 % (cit.26) a z ptid 0,5 aZ
n¢kolik procent.

Soucasna praxe v charakterizaci HS je zaloZena na chemickych parametrech popisujicich
kvalitu organického uhliku, parametrech humifikace a souvislosti mezi jednotlivymi
atomovymi pomé&ry prvkl C, H, N, O. Ke studiu strukturalnich zmén pti humifikaci a obsahu
organického uhliku Ize pouzit rizné analytické techniky. Kvantitativni distribuce atomi
vodiku ziskané s pouzitim NMR techniky muize dopliovat informace o strukturnich
jednotkach. Diferencidlni termicka analyza byla navrzena jako metoda k porovnani vzorki
uhli a HS izolovanych z riznych prostfedi, z hlediska obsahu organického uhliku, vlhkosti a
popelu??.

Pro kvalitu pidy je dilezité sloZzeni humusu. Slozeni ovliviiuje fada faktord, zejména o
jaky pudni typ se jedna a dale zalezi na zpisobu hospodareni, tzn. jestli je puda lesni, pod
travnatym porostem nebo zemédélskd orna ptida. Déle je dilezité je-li dand ptida osazend
plodinami, oSetfuje-li se pripravky atd. Dulezitd hodnota kterd se sleduje u ptdnich
charakteristik je obsah oxidovatelného uhliku (Cox.), protoZze se v ur€itych ptipadech miize
tato hodnota vyrazné¢ zménit. Obvykle se provadi sledovani zmén v obsahu C, béhem
dlouhodobé;jsich experimentl nebo v ptipadé zmeény hospodateni. Déle se studuje skupinové a
frakeni slozeni humusu apod.
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2.3 Vznik huminovych latek

Huminové latky vznikaji, jak jiz bylo zminéno humifikacnim procesem, ktery je ptevazné
procesem anaerobnim. Je to soubor pochodii mikrobiologickych, pfevazné enzymatickych a
biochemickych, pfi nichz se z meziprodukti rozkladu organické hmoty tvoii nové latky,
ozna¢ované souborné jako latky huminové/2.

Humifikace organické hmoty probiha soub&zné s mineralizaci a jejim vystupem jsou rizné
formy humusu, v kone¢né fazi huminové latky. V interakci s minerdlnim podilem pldy tyto
latky vyznamné ovliviuji veSkeré okolni vlastnosti prostiedi. HS se podileji na ptdni
struktute, udrzuji pidni reakci v rozmezi ptiznivém pro rostliny, ovliviiuji teplotni podminky
v pudé¢ a chréni rostliny pied pisobenim nékterych toxickych latek. Podileji se na biologické
¢innosti piidy v€etné uvolilovani mineralnich prvkl do prostedi. Ve vazbé na jilové mineraly
vytvareji huminové latky huminojilovy sorpéni komplex, ktery funguje jako zasobarna zivin
pro rostliny2”

Podle nové koncepce probihd humifikace v pud¢ jako dvoukrokovy proces: (1)
biodegradace mrtvych bunéénych komponent, (2) agregace degradacnich produkti.
S ohledem na supramolekulovou teorii neni pravdépodobna tvorba novych kovaletnich vazeb.

Humifikace je postupnd agregace hlavné hydrofobnich molekul, které odolévaji
biodegradaci. Tyto super-struktury jsou termodynamicky separovany skrze hydrofobni efekt a
sorbovany na povrchu pidnich minerdlnich castic a pfipadné k dal§im huminovym
agregatim. Nepfitomnost vody znamend sniZzeni biodegradability a je pfi¢inou vysoké
stability huminovych latek?8.

Pti tvorbé humusu, ale mize také dojit k dvéma extrémnim procestiim a tim je mineralizace
a raSelinéni.
Mineralizace je Uplny rozklad organické hmoty, vede k preméné organické hmoty az na
jednoduché slozky (CO,, H,O, NHj, oxidy riznych prvku atd.). Probihd za vyssich teplot a
niz8iho obsahu vody v pidach leh¢iho charakteru, siln€ provzdusnénych. Za téchto podminek
slozky. Humus se v téchto podminkach netvoii pokud jsou docasné podminky pro jeho
tvorbu, je rychle spalovan.
RasSelinéni probiha za vyrazn€ omezeného pfistupu vzduchu, piipadné za vyhradné
anaerobnich podminek, pfi nedostate¢né oxidaci. Pfi tomto procesu se uplatiuje nedostatek
asimilovatelnych zivin, kyseld reakce prostfedi, nizké teplota, vysoka vlhkost. Raselinéni a
uhelnaténi org. hmoty je procesem prevazné enzymatickym a biochemickym. Uplatiiuji se
anaerobni bakterie. Vysledkem jsou huminové a ulminové latky tmavohnédych az ¢ernych
barev s vysokym obsahem uhliku. dochdzi k nedokonalému rozkladu organickych zbytkd. Za
extremnich podminek dochazi az ke karbonizaci, pii niZ vzniké tzv. humusové uhli?.
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2.3.1 Prekurzory huminovych latek

V soucasnosti je fada teorii vzniku huminovych latek jako kondenzace sacharido-aminova,

ligninové teorie, polyfenolova teorie. Polyfenoly pochazi vétSinou z biodegradace ligninu, a
hraji pravdépodobné klicovou roli pti procesu vzniku. Polyfenoly jsou tedy pokladany za

hlavni ¢inidlo pfi tvorbé huminovych latek z rostlin, které neobsahuji moc ligninu nebo

z neligninovych rostlin. Polyfenoly tedy mohou byt povazovany za prekurzory HA. Maji sami

0 sob& dost reaktivnich mist, které dovoluji dalsi transformaci naptiklad kondenzaéni reakce.

HA jsou tvofeny asociaci riiznych pfitomnych komponent v humifikacnim procesu, jako jsou

aminokyseliny, ligniny, pektiny nebo sacharidy, které jsou spojeny donor-akceptorné,

iontovég, hydrofilné a hydrofobn&?2. Tvorba huminovych latek se miize mirnég lisit, zavisi to na

okolnostech geografickych, klimatickych, fyzikdlnich a biologickych. NavrZzeny mechanismus

vzniku huminovych latek je shrnut na nasledujicim obrazku ( Obr. 1), kde ¢tvrta cesta je
ligninova teorie. Podle Piccola patii lignin k alifatickym biopolymerim je povazovan za

hlavni teorii vzniku, avSak jeho role pfi vzniku huminovych latek v ptidach byla pfecenéna,
protoZe na vzniku huminovych latek se podili i dalsi rostlinné materialy nez lignin??.

Rostlinné zbytky

A

Tranformace zptsobena

mikroorganismy
v v
Polyfenoly Ligninové produkty
rozkladu
v
v v

' ] Amino . . ,
Sacharidy Chinony . Chinony modifikované

slouceniny o

ligniny

Huminové latky

Obr. 1 Cesta tvorby huminovych latek podle Stevensona.
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Predpoklada se, Ze kerogen je odvozen z biologicky syntetizované organické hmoty ptes
sérii prevazné mikrobialné fizenych reakci, spolecné oznaCované jako diageneze. Za stavebni
kameny  kerogenu  jsou  povazovany  nerozpustné  materidly  z fototrofnich
mikroorganismi. Syntéza huminovych kyselin v terestridlnim prostfedi mize byt vysledkem
kondenzacnich a polymerizacnich reakci cukrii s aminokyselinami nebo proteiny.
Predpoklada se, ze Maillardova reakce je schiidnym mechanismem pro vznik HA ve vodnim
ekosystému z fytoplanktonu (prekurzor aminokyselin a cukrli). Reakce je iniciovdna vznikem
Schiffovy baze mezi karbonylem cukru a dusikem aminokyselin nebo amoniaku. Vysledny
N-substituovany derivat nasledn¢ podléhd dehydrataci, pfesmyku a kondenza¢nim reakcim az
k samotnému vzniku produkti od jednoduchych az k strukturdln¢ slozitym dusikatym
polymertim, které jsou hnédé zbarvené (hnédnouci reakce)??.

Podle Hedge je v terestrialnim prostfedi prekurzorem HS melanoidin jehoZz vznik by mohl
zahrnovat kondenza¢ni a polymerizacni reakce malych reaktivnich, organickych molekul,
které mohou byt generovany kompletnim mikrobidlnim rozkladem vazeb mezi strukturnimi
jednotkami vSech zijicich organismi. Nicmén¢, mikrobialni degradace a rychld pieména
téchto biomakromolekul miiZze zabranit kondenzacim a tvorbé dusikatych polymert. Na
zékladé >C NMR spekter bylo zjisténo, ze melanoidiny jsou velmi podobné huminovym
kyselindm a z tohoto diivodu navrZzend Maillardova reakce hraje vyznamnou roli pfi tvorbé
struktury huminovych latek. Vznik melanoidinti z polysacharidi pfi kyselém pH je stejné
dilezity jako kysela hydrolyza probihajici v purifikaénim procesu??.

V literatufe jsou za hlavni slouceniny a biomakromolekuly v HS povaZovany tyto latky:
alifatické uhlovodiky (alkany, alkanoly), alifatické kyseliny (mastné a dikarboxylové
kyseliny), alkylaromaty (alkyl-fenoly, naftaleny, benzeny), aromatické uhlovodiky,
aromatické kyseliny (benzenkarboxylové a fenolové kyseliny), dalsi uhlovodiky jako
tokoferoly, chlorofyly, terpenoidy, steroidy a biomakromolekuly k nimz patii polysacharidy
proteiny, ligniny a alifatické makromolekuly. Moznym zdrojem téchto latek jsou bakterie a
houby, fototrofni mikrorganismy (sinice a fasy), rostliny a zvitata??.

Bakterie a houby

Tyto mikroorganismy syntetizuji rozmanité materialy k nimz patii polysacharidy, nukleové
kyseliny, karotenoidy, lipidy a atd.. VétSina z nich je metabolizovdna pfi smrti a autolyze
organismi a vstupuji do uhlikového cyklu. Zatimco néckteré biomakromolekuly jsou
degradovatelné relativné rychle, nékteré odolné materidly unikaji degradaci a dochazi k jejich
akumulaci v prostfedi. Nejvice odolny je melanin. Melaniny jsou zaznamenany jako tfida
pigmenti roz$ifenych v Zivocisné i rostlinné isi.

Fototrofni mikroorganismy

Fototrofni mikroorganismy (sinice a fasy) syntetizuji extracelularni organické produkty
podobné polysacharidiim a vytvateji spolu tzv. mikrobidlni film. Syntetizované extracelularni
polysacharidy tvoti 50-90% biofilmu a tyto biofilmy slouZi k udrzeni bunck a k nevratnému
navazani k povrchim. Mikrobidlni filmy navic obsahuji vyzna¢né mnozstvi adsorbovanych
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anorganickych materidlti z pid (kfemen, vapnik, uhli¢itany, jily) a zbytky (mrtvé bunky,
mikrobialni vedlejsi produkty). Tyto biofilmy podporuji rist dalSich heterotrofnich organismt
jako jsou bakterie nebo houby. Odolné materialy po rozkladu fas a sinic jsou povazovany za
stavebni prvky kerogenu a huminu v sedimentech.

Rostliny

Vznik humusu je vysledkem rozkladu rostlinnych materidli mikroorganismy a nasledné
resyntézy mikrobialnich komponent a akumulace selektivné uchovanych materialt, které jsou
odolné proti rozkladu (naptiklad lignin). Vznik humusu z rostlin zavisi na typu vegetace a
déle na klimatickych podminkach a p¥ipadné erozi ptid??.

Tvorba organického dusiku v puddch

Dusik (N) je klicovym prvkem pii kontrolovani funk¢nosti dynamiky a rozmanitosti
terestridlniho ekosystému. Organicky N se v terestrialnim ekosystému pid vyskytuje v prvni
fadé¢ v mrtvé organické hmoté a v huminovych latkach z 96 % celkového mnozstvi.
Biochemicky N zrostlinnych a zivoc¢iSnych zbytkli podstupuje sled transformaci
zprostfedkovanych mikrobidlnim a abiotickym procesem, které ma za nésledek stabilizaci
nemineralizované N frakce v padach. Béhem tohoto stabiliza¢niho procesu je biochemicky N
znaén¢ strukturné pozménén a tvoii huminové latky. Dusik je soucasti proteint, polypeptidi a
aminopolymeru. Bakterialni biomasa obsahuje 50 az 60 % dusikatych sloucenin. Déle se N do
pudy dostane rizodepozici z kotfene rostlin. V zivém organismu je nejvice organického dusiku
tvofeno proteinem, ktery se skldda z aminokyselin. Amidovy N je dominantni pfi tvorbé
huminovych latek.

O tvorbé organického N v HS je stile vedena diskuze. Stevenson a Cole pomoci
chemolytickych technik a analytické pyrolyzy ptedpokladali, ze v HS je okolo 40 % N
v proteinovych materidlech (protein, peptidy, aminokyseliny), 5—6 % v aminosacharidech,
35 % heterocyklického N a 19 % NH;—N.

V préaci Nanapieri bylo zjiSténo pomoci hydrolyzy, Ze HS obsahuji 20-30 % nerozpustnych
dusikatych kyselin, 20-35 % amoniakalniho N (NH3;-N), 30-45 % aminokyselin, 5-10 %
aminosacharidi a 10-20 % hydrolyzovaného nezndmého N. Vysoky obsah amidovych skupin
v humifikovanych materidlech mtize byt vysvétlen ochranou proteizovanych materialti béhem
humifikace cestou adsorpce na minerélni fazi3?.
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2.4 Luminiscen¢ni spektrometrie

Luminiscence je emise svétla latkou. Emise miize nastat pfi navratu elektronu na zékladni
stav z excitovaného singletového stavu. Do okruhu luminiscenéni spektrometrie jsou zafazeny
ti piibuzné spektralni techniky:

e molekulova fluorescencni spektrometrie
e molekulova fosforescencni spektrometrie

e chemiluminiscen¢ni spektrometrie

2.4.1 Fluorescence

Elektronové stavy vétSiny organickych molekul mohou byt rozdéleny na singletové a
tripletové.

e Singletovy stav: Elektrony v molekule tvoii pary, ve kterych maji opac¢ny spin

e Tripletovy stav: Jedna dvojice elektronti ma stejny spin

Fluorescence je absorpce ultrafialového zareni, které vede k excitaci z vibra¢niho stavu na
zakladni elektronové hladiné na jednu zmnoha vibra¢nich hladin v elektronovém
excitovaném stavu. Jde obvykle o prvni excitovany singletovy stav.

Molekula na vysoké vibracni hladiné ztraci ptfi kolizich s okolnimi molekulami rychle
energii a prechdzi na nejnizsi vibracni hladinu (tzv. vibracni relaxace molekuly). Fluorescence
se projevi, nastane-li pfechod na zakladni elektronovou hladinu ze singletového excitovaného
stavu vyzafenim nadbytecné energie emisi fotonu. Hovofime o zafivém ptrechodu na zdkladni
hladinu. Pfi nezafivém piechodu nastdva intramolekularni konverze energie molekuly —
elektron se vrati na zdkladni hladinu a odevzdanou energii rozvibruje molekulu. Ta pak
piechazi na zakladni vibra¢ni hladinu pies fadu vibra¢nich stavii vibraéni relaxaci3!.

Plati zde nékolik dulezitych zakont:

e Stokestiv zdkon: VInova délka emise pii fotoluminiscenci je vé&tsi nebo rovna vlnové
délce excitacniho svétla.

e Vaviloviiv zakon: Kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych
molekul v roztoku nezavisi na vlnové délce budiciho zafeni. Z n¢ho vyplyva obecna
vlastnost fluorescence: Emisni spektra jsou nezdvisld na vlnové délce excitace jen
v ptipadé Cistych latek..

e Kashovo pravidlo: Pfed emisi fluorescen¢niho kvanta dochdzi obvykle k relaxaci
vibracni energie a vnitini konverzi, takze fluorescencni piechod nastava z nejnizsi
vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu S; (cit.32).

2.4.2 Synchronni fluorescen¢ni spektroskopie

Pristroj na méfeni fluorescence se nazyva spektrofluorimetr pomoci né¢hoz jsou sniméana
excitaéni a emisni spektra. V této diplomové praci byla méfena synchronni fluorescenéni
spektra (SFS). Synchronni metoda je zaloZzena na soucasném béhu obou monochromatort,
pficemz je nastaven konstantni rozdil vlnovych délek mezi excitatnim a emisnim
monochromatorem. V ptipadé synchronniho spektra miizeme pozorovat vSechny excitace a
odpovidajici emise u smési latek, pode volby nastaveni AA. Spektra obsahuji vice ostiejSich
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pikl a ziskame tak kompletnéjsi spektrum vzorku. U synchronniho spektra je vyhodou, Ze
nedochdzi k prekryvani jednotlivych emisi slozek oproti béznému emisnimu méteni
fluorescence a dochéazi k vétSimu rozliSeni spektralnich pikli. Lépe se tedy vyhodnocuji.
Sniméanim synchronniho fluorescen¢niho spektra zaznamenavame zavislost relativni intenzity
fluorescence (RFI) na vinové délce (nm), v naSem piipadé emisni vinové délce. V literatuie je
tato metoda oznacena dvojim zpisobem a to jako Synchronous fluorescence spectroscopy, jiz
zmiflovana a nebo Synchronous excitation spectroscopy (zaznamenava se zavislost rel.
intenzity na excitaéni vinové délce). Fluorescence huminovych a fulvokyselin mize byt
metodou SFS s vyhodou porovnavana33,32,9,

Tento dvou-dimensionalni synchronni fluorescencni sken mize byt jeSté rozsifen o t¥i-
dimensiondlni synchronni fluorescenéni sken (3D SFS), ktery poskytuje celkovou
synchronni fluorescen¢ni charakteristiku multifluorofornich vzorkii. V tomto spektru je
vynesena relativni fluorescencni intenzita v zdvislosti na funkci emisni vinové délky a rozdilu
mezi excitatni a emisni vilnovou délkou (A1), nebo v zavislosti na excita¢ni vinové délce
v piipad¢ synchronni excitacni spektroskopie. Pfi méteni je interval A4 stale posouvan, aby
bylo mozné charakterizovat vSechny hlavni fluorofory daného vzorku. Studium HS pomoci
této metody bylo pouzito v fadé praci’3435.

cvwr

nejnizsiho singletového excitovaného stavu na singletovy zakladni stav. Je to neseparativni a
nedestruktivni technika, kterd zavisi na citlivosti jez limituje pfipravu vzorkli a moZznost
vybéru AA = dem — Aexe, kterd dovoluje zékladni spektralni separaci piekryvajiciho se
fluorescenéniho signalu na individudlni ¢asti. Intenzita fluorescence je funkci Aem @ Aexe. TO je
vyjadieno nasledujici rovnici, kde Is je synchronni fluorescenéni intenzita, ¢ je koncentrace

fluorescenénich slouenin, d je hustota vzorku, Ey (Adem) a E, (4, )=(4,, —A1) jsou
distribuce intenzit pro kazdy typ vlnové délky36.
IS = KCdEX (ﬂ’em - Aﬂ’ )EM (/Iem ) (1)

Optimalni podminky, které poskytuje nejvice intenzivni synchronni signal je tedy
dosazen, vybérem odpovidajici intervalu AA mezi excitaénim a emisnim pasem. Interference
multislozkovych sloucenin vyplyva ze spektralnich superpozic, které budou znacné
redukovany. Vybér A4 ovliviiuje spektralni rozsah synchronniho signalu, ktery miize byt
stlaen nebo rozSifen pravé sniZzenim nebo zvySenim experimentdlniho parametru AA.
Fluorescen¢ni intenzita je Umérnd poctu excitovanych stavil, které zavisi na koncentraci

absorbujici latky v roztoku, podle zakladni rovnice, kde ¢, je kvantova ucinnost, /, je

intensita zafeni, ¢ je molarni absorptivita (absorpéni koeficient) pii excitacni vlnové délce, ¢
je molarni koncentrace.
I,=¢,1, [1 - exp(— 8bc)] (2)
Hodnota ¢ ovliviiuje fluorescencni intensitu, kdyz je molarni absorptivita vyssi, tak se
zvySuje fluorescencni intenzita sloucenin. Pro velmi ziedéné roztoky je soucingbc dostatecné

maly, plati rovnice3”.
I, =¢,I,bc 3)
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Princip spektrofluorimetru Bowman Aminco

Jako primarni zdroj svétla se pouziva vysokotlakd xenonova lampa pro méteni ustalené
fluorescence. Xenonova lampa jako zdroj ma fadu vyhod. Oproti €asto pouZivané rtutové
vybojce ma spojité spektrum od ultrafialovych vinovych délek po blizké infracervené vinové
délky a v oblasti viditelného svétla se tato lampa velmi blizi pfirodnimu dennimu svétlu.
Budici zafeni prochazi excitatnim monochromatorem a dopadd na vzorek (obvykle
temperovana kyveta s roztokem). Excitatni monochromator vybird pfesny rozsah vlnoveé
délky excitovaného vzorku. Ve sméru kolmém k budicimu paprsku se méfi emitované
fluorescencni zatfeni, které nejprve prochdzi emisnim monochromatorem a je detekovéano
pomoci fotonasobi¢e. Emisni monochromator vybird pfesny rozsah vinové délky detekujici
luminiscen¢ni emisi. Méfeni na fluorimetru Aminco Bowman probihalo v programu AB2,
schéma tohoto pfistroje je na Obr. 2. Uspofadani s jednim emisnim monochromatorem je
(uspofadani ,,L*). Méfeny synchronni sken snima excitaéni 1 emisni monochromator pii
konstantnim rozdilu vlnové délky32.

Kyveta
zdroj monochromator (1) | Iy(exc) [= = -
xenon — méri vinovou délku Ay Iy
laser exc. zafeni .

monochromator (2)

meri vinovou delku
fluores. zareni

detektor

fotonasohi¢

Obr. 2 Schéma pristroje Aminco Bowman
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2.4.2.1 Ovlivnéni fluorescence huminovych latek.

Jednim z dulezitych faktorti, ktery ma vliv na fluorescenci HS je jejich struktura a prostredi
viz dale a molekulovd hmotnost (viz kapitola 2.1).

Organické molekuly, které fluoreskuji s odiivodnénou u¢innosti jsou molekuly s rozsdhlym
n-systémem patii sem aromatické a nenasycené alifatické molekuly. Fluorescence se skoro
vzdy tykéd nejnizSiho energetického elektronového piechodu. Jestlize molekuly neobsahuji
atomy s volnymi elektronovymi pary, jako je tomu napiiklad u kysliku nebo dusiku, tak
elektronovy prechod snejnizsi energii poskytuje jeden znevazebnych n elektronovych
ptechodt (n—x*). Elektronovy piechod snejnizsi energii se tyka piechodu elektronu
pfichazejictho z m—vazebného orbitalu do z*—nevazebného orbitalu (z—=z* prechod).
Vysledné fluorescenéni chovani primarné zavisi na molekulové struktufe a jejich zménach.
Naptiklad zvySeni extenze (rozsahu) m—elektronového systému a piitomnost funkénich
skupin, ma vliv na zvySeni fluorescence a snizovani energetického rozdilu mezi zdkladnim
stavem a prvnim excitovanym stavem, tim se posune emisni vinova délka smérem k vyS$im
hodnotam, zatimco ptitomnost karbonylovych a karboxylovych substituenti rozsahle
redukuje relativni intenzitu fluorescence (R.F.I). Linearni kruhovy systém fluoreskuje pfi
niz$i vinové délce nez systém, ktery linearni neni. Heteroatom substituce dilezité ovliviiuje
fluorescenci aromatickych sloucenin. Substituovany heteroatom na aromatickém jadie ma
velky vliv na fluorescenci. Substituenty, ktery jsou na aromatickém jadre elektronakceptorni
tzn, ze fidi substituci do polohy meta podstatné snizuji fluorescencni intenzitu. Zatimco
elektrodonorni skupiny, tj. substituenty, které fidi substituci do polohy ortho a para zvysuji
ucinnost RFI. Pfi adici substituentl karbonylovych, hydroxidovych, alkooxidovych a amino
skupin dochazi k posunu fluorescence k vy$§im vinovym délkam?37.

Vyssi vinova délka a nizka relativni intenzita fluorescencnich piki je charakteristicka pro
huminové kyseliny (HA) typu Paleosol (pravéké soli (HA)) dale kyseliny z pid, raselin a HA
Leonardite (ligniticky standard HA). Pfedpoklada se, Ze to mize byt zplisobeno piitomnosti
linearn¢ kondenzovanych aromatickych systémil s elektronakceptornimi substituenty, jako
jsou karboxylové nebo karbonylové skupiny a nebo dal$i nenasycené fetézce.

Naopak nizsi vinové délky a vys$si namétené RFI piki jsou charakteristické pro vzorky FA
izolovanych z kompostu, pid a raseliny. Tyto piky odpovidaji jednodusSim strukturadlnim
komponentdm nizkého stupné aromatické polykondenzace. Pfitomnost elektrondonornich
substituentll jako jsou hydroxylové, metoxylové a aminoskupiny na FA zplsobi snadnéjsi
ptechod mezi singletovym a zédkladnim stavem.
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Rozdéleni HS podle fluorescenéniho chovani podle Senesi:

Fluorescen¢ni spektra HS izolovanych z riznych matric do péti hlavnich skupin.

1. tiida: Pravéké soli HS typu (Paleosol) jsou charakterizovany nejvysSSimi
fluorescenénimi délkami pro ob€ emisni maxima (> 520 nm). Hlavni excitacni pik je

2. tfida: Patfi sem nejvice huminovych soli ( HA Leonardite, HS z raselin, typ Mollisol
(ptdni HA), HS soli znaplavenin, z jilu, nékteré Terra rossa HS aj.). Maji pomérné vyssi
vlnové délky emisnich maxim ktera jsou pozorovana ve formé pasu v oblasti (500-520 nm).
Tyto HS maji dva hlavni excita¢ni piky (450 a 465 nm) s pomérn¢€ nizkymi R.F.I. (2-8).

3. tfida: VétSina soli typu Terra rossa a nékteré soli znaplavenin jilu maji emisni
maximum s nizsi vinovou délkou (460-500 nm) a vétsi R.F.I. (6-29) a jsou charakteristické
jednim hlavnim excita¢nim pikem okolo 450—440 nm.

4. tfida: Pro soli zhub a kompostu jsou nejéastéjsi nizs$i vinové délky pro emisni
maximum (440-470 nm) a jeden hlavni excita¢ni pik v oblasti (385-395 nm). Intenzity pro
FA jsou zde >10 ale pro HA nizsi v oblasti (1-7).

5. tfida: HA 1 FA izolované z odpadnich vod ¢i blata jsou charakterizovany obecné
Hlavni excitacni pik mé vlnovou délku srovnatelnou se 4.tfidou (okolo 390 nm), ale ma navic
typicky mensi pik okolo 340 nm (cit.9).

Vliv prostiedi

K vliviim prostfedi patii faktory jako teplota, rozpustnost, t€zZké atomy, vodikova vazba,

pritomnost rozpusténych latek, koncentrace, pH a kovové ionty mohou mit silny vliv na
fluorescenci sloucenin bud’ ovlivnénim poméru jednoho zvice procest vyplyvajiciho
excitovan¢ho stavu nebo pfi rozruseni jedné z mnoha energetickych hladin zapojenych do
fluorescence.
Teplota ovliviiuje pomér zafivého a nezafivého rozpadu elektrochemicky excitovanych
molekul v roztoku rtiznymi zplisoby. ZvySeni teploty ma primarni efekt na zvySeni poméru
srazek excitovanych stavii molekul, které zvySuji pomér vnitini konverze potom dochazi
k sniZeni u¢innosti fluorescence3”.

Vliv pH na fluorescen¢ni spektra HA a FA je pravdépodobné spojeny s pritomnosti
ruznych funkénich skupin obzvlasteé fenolické hydroxylové skupiny, které podstupuji
postupujici 1onizaci se zvysSujicim pH. Toto by mohlo byt pficinou rozsifeni preruseni inter a
intramolekularni vodikové vazby, kterd ma za nasledek sniZeni asociace Castic a rozvinuti
makromolekularni struktury36.

Ghosh a Schnitzer se zabyvali méfenim povrchového tlaku a viskozity huminovych
sloucenin. zjejich prace vyplyva, ze struktura téchto latek méni v zavislosti na zméné
prostiedi, ve kterém se nachéazeji. Dosli k zavéru, ze pfi vysokych hodnotach pH je struktura
huminovych latek spise linearni, zatimco pii klesajicim pH je podobna klubku. Tento zavér
by tedy mohl vysvétlovat, pro¢ se zvySujicim se pH zaroven dochazi i k narustu intenzity
fluorescence. Pii nizkém pH mohou byt totiz nckteré fluorofory maskovany uvniti této
struktury, kdezto pifi vzristajicim pH dochazi k linearizaci makromolekularni struktury a
fluorofory, které nejsou ted’ ni¢im maskované mohou fluoreskovat a zvySuji tak intenzitu
fluorescence3$.
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Vliv pH také zkoumali Marti—Neto a kol. a detekovali zvySeni hydrofobnich mikropozic se
snizujicim se pH pomoci elektron spinové resonanéni (ESR) spektroskopie. Site ESR
absorp¢nich linii organickych volnych radikalli poskytla indikaci relaxaniho casu téchto
radikaléi. Sife absorpénich linii ESR signalu je produkovana stabilnim semiquinovym volnym
radikdlem v HS, ktery se snizuje s klesajicim pH, tedy v kyselé oblasti jsou chranény
hydrofobni oblasti, které zvySuji relaxacni ¢as. Bylo prokdzéano, ze hydrofobni oblasti se tvofi
v kyselém prostiedi, ale disperze v bazickém prostredi3?.

Dale ma dulezity vliv na fluorescenci koncentrace métené latky v tomto pripadé tedy HS.
Pii vyssi koncentraci fluorofort je absorbance extrémné vysokd a ma za nasledek saturaci
spektra pii kratSich vinovych délkach. Kdyz je absorbance vzorku pfi excitaéni vinové délce
nizkd (tj. pfi nizké koncentraci analytu), tak fluorescenéni intenzita linedrn€ zavisi na
koncentraci. Ale, kdyz je absorbance vysokd, jako u vzorkii s vysokou koncentraci, tak
nedochazi ke zméné& intenzity v zavislosti na koncentraci pfedev§im z divodu vnitiniho filtr
efektu (inner filter efect). Pfi vysoké koncentraci fluorescen¢niho roztoku je intenzita
excitacniho zafeni oslabena absorpci a dochazi k redukci luminiscence. Podle Divya a Mishra
(2008) v této oblasti vysokych koncentraci dochazi i k posunim maxima fluorescence. Pfi
vysokych hodnotéch excitacni energie dochazi ke vzniku pasu s pfenosem energie a poloha
fluorofort se posouva k vy$§im vinovym délkam (red shift)3740.
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2.5 Literarni reSerse

V soucasnosti jsou huminové latky stale vice pfedmétem védeckého vyzkumu, diky jejich
atraktivnim vlastnostem a polyfunkénimu charakteru. HS se nachazeji v tésné blizkosti pod
povrchem, kde jsou pfitomny v rozpusténém stavu a v podob¢ ¢astic tvotici pidy, vodstvo a
sedimenty. Reaguji s riznymi rozpusténymi latkami adsorbovanymi na povrchu a po interakci
se zafenim jsou schopné fluoreskovat. Nejvétsi dulezitost je jim prikladand v zemédélstvi,
protoZe maji pozitivni vliv na strukturu a kvalitu pidy, zadrZzeni vody a nutriéni charakter
pad4!.

Pro zvySeni pudni fertility se zejména pouzivaji soli huminovych latek humaty, které maji
vyznamny stimula¢ni G¢inek na rist zeméd&lskych plodin?2. Hraji dilleZitou roli v odstranéni
nebo migraci enviromentalnich polutantl v pfirodnich vodach a ptdach, protoZe tyto
polutanty jsou vclenény do matrice huminovych latek diky hydrofobnim interakcim,
elektrostatickym interakcim, vodikové vazbé a koordina¢ni vazb&42.

Jejich heterogenni struktura je charakterizovana mnoha fyzikalné chemickymi metodami.
Pro popis huminovych latek se nejcastéji pouZivaji tyto metody: NMR (Nuclear Magnetic
Resonance), FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) spektroskpie, fluorescenéni
spektroskopie, UV/VIS (Ultraviolet—Visible) a hmotnostni spektroskopie, EPR (Electron
Paramagnetic Resonance), HPSEC (High Performance Size Exclusion Chromatography) a
dalsi43,44,45,46

Dochazi i k rozsifovani technik urcenych ke charakterizaci huminovych latek. Jedna se o
rozsifeni dvou-dimensiondlniho synchronniho skenu (2D SFS) na tfi-dimensionalni
synchronni sken (3D SFS), ktery poskytuje celkovou synchronni fluorescencni charakteristiku
multifluorofornich vzorkd. Pfi této metodé¢ je vynesena fluorescen¢ni intenzita v zavislosti na
emisni vinové délce a to pii rizném rozdilu mezi excitacni a emisni vinovou délkou (A1 ). Pti
méfeni je tento interval stile posouvan, aby bylo mozné charakterizovat vSechny fluorofory
vyskytujici se ve spektru”.

Droussi a kolektiv izolovali HA zrozemletych zbytkli oliv pfi rizném stupni
kompostovani a charakterizovali je metodou elementarni analyzy, UV-VIS, infracervenou a
fluorescencni spektroskopii. Pomoci elementarni analyzy bylo zji$t€no, ze s postupujicim
kompostovanim se snizuje obsah C a H v HA a C/N pomér a dochazi ke zvySeni obsahu N a
O, C/H a O/C poméru. Hlavni transformace spocivala v relativnim zvySeni bilkovinnych
materiall, protoze diky zvySené mikrobialni aktivité doslo k degradaci sacharidt (alifatickych
frakci). Zmény pozorované ve fluorescencnich spektrech jsou indikovany sniZzenim stupné
molekularni heterogenity a zvySenim nenasycenych struktur, molekularni velikosti,
koncentrace konjugovanych chromoforii a stupné humifikace. To se projevilo ve spektru, tak,
ze piky HA izolovanych na zacatku procesu (okolo 330-390 nm) se s postupujicim Casem
kompostovani vytratily a doslo ke zvySeni intenzity piku v oblasti vySsich vinovych délek pfi
510 nm (cit.47).

Garcia-Gil a kolektiv studovali fulvokyseliny (FA) izolované z méstského odpadniho
kompostu (MWC). Jednu pidu nechali bez ptidavku tohoto kompostu a k druhé tento
kompost piidali v mnozstvi 20 a 80 t ha™' a nechali ho tam devét let a vyhodnotili kumulativni
a residudlni vliv tohoto pfidavku na pidni FA. Nejprve provedli elementdrni analyzu a
nasledné uplatnili metody UV-VIS, FTIR a fluorescencni spektroskopii. V porovnani s
pudnimi FA maji FA komunalniho kompostu (MWC) vétsi obsah N, mensi obsah O a
acidickych skupin, vét§i protonovou afinitu karboxylovych skupin, mens$i molekuldrni
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velikost a limitovany stupenn polykondenzace. Experiment kumulativniho narozdil od
experimentu rezidudlniho vlivu MWC v ptudach vice ovlivnil elementarni a funkéni slozeni
pudnich FA, kdy doslo ke zvySeni N a S obsahu a protonové afinity karboxylovych skupin a
snizeni obsahu acidickych funk¢énich skupin. Synchronni sken byl sniman od 300 do 550 nm s
AA =18 nm. Synchronni spektrum FA s komunalnim odpadem (MWC) bylo charakterizovano
hlavnim pikem pfi 432 nm. Dale fluorescencni spektrum ptudnich FA s residudlnim (MWC)
pfidavkem a FA bez tohoto ptfidavku méli hlavni pik v 472 nm. V porovnani s touto pidou
bez piidavku méli FA skumulativnim piidavkem 20 t ha' pik pii krat$i vinové délce
v 447 nm a FA s kumulativnim piidavkem 80 t ha™ s hlavnim pikem také pii kratsi vinové
délce 431 nm (cit.48).

Predmétem dalsi studie Maia, Piccola a Mangricha byly zmény v distribuci molekulovych
hmotnosti humatu odebiraného z kompostu pii riznych casech kompostovani. Dale se
zabyvali vlivem konformac¢ni stability na funkce huminovych kyselin pfi jejich neutralizaci
sodnymi nebo amonnymi ionty. Zmény v konformaéni struktufe humatu byly monitorovany
vysokorozliSenou gelovou chromatografii (HPSEC). Porovnanim sodnych a amonnych
humatt zjistili, ze molekulovd hmotnost huminovych vzorkl extrahovanych z kompostu je
funkci protindboje a koncentrace roztokl soli humatd. Pfi nizkych koncentracich humatu
sodného jsou zastoupeny mensi molekularni hmotnosti neZ v pfipadé hydratovanych
amonnych soli. Pfi vy$si koncentraci humétu je vice kompaktni konformace humatu sodného
s vy$§i molekulovou hmotnosti. Sodné ionty neutralizuji rozséhlejsi mnoZstvi negativnich
nabojii a tak dochazi k vétsi agregaci (shlukovani) ¢astic v humatu sodném. Dale zjistili, Ze
aktivni kompostovani probiha diky mikroorganismim, ktefi selektivné stravuji biolabilni a
hydrofilni slouceniny, tim vice zvySuji koncentraci hydrofébnich komponent. Tyto
komponenty se stavaji ¢asti huminovych superstruktur jejiz molekularni velikost a
konformaéni stabilita se postupné zvysuje??.

Kvalitu ptidnich humusovych latek ze vzorkli odebranych na zemédélskych pozemcich
sttedni Moravy sledovali Brtnicky a Jancek. Pfevazna Cast Uzemi stfedni Moravy je piekryta
sprasi a mezi nejroz§ifenéj$i pidni typy patfi ¢ernozem, fluvizem, hnédozem a luvizem.
Odbéry probihaly v letech 2001-2003. Ve vzorcich byl obsah humusu stanoven jako
oxidovatelny uhlik spalenim v chromsirové smési. Sledovali pomér HA/FA (urceny
z vysledkt frakcionace) v zavislosti na poméru Q4/Qs z méfeni VIS, kdy pii zvySovani
obsahu HA vzriistd kvalita humusu. Obsah humusu v ornici byl stanoven 2,34 % coz uvedli
jako primérné mnoZstvi a v podornici byla stanovena hodnota 1,83 %. Ziskany pomé&r C : N,
ktery by se mél pohybovat kolem hodnoty 10, ¢ini pro ornici 7, 74. V podorni¢i byla zjisténa
primérna hodnota 7,45. Z primémé hodnoty poméru HA : FA ur¢ili nizkou kvalitu ptid3?.

Pospisilova a kol., sledovali spektroskopické charakteristiky 4 ptidnich typi metodou UV—
VIS, FTIR a spektralni fluorescencni spektroskopii (SFS) a zaméfili se na porovnani vysledkt
s vysledky frakcionace. Podle FTIR rozdé¢lili spektra do dvou skupin. Prvni zahrnovala HA
izolované z ¢ernozemé a hnédozemé modalni a druhd skupina obsahovala HA izolované
z kambizem¢é modalni a fluvizemé glejové, které obsahovaly méné aromatickych C=C skupin
a byly obohaceny o dusikaté skupiny, alkoholové a etherické skupiny a polysacharidy.
Metodou SFS zjistili pét hlavnich spektralnich piku pii vinovych délkach Aex/Aem = 467/487,
481/501, 492/512, 450/470, 339/359. Nejvyssi relativni intenzitu fluorescence vykazoval
vzorek HA u hnédozemé modalni pii vinové délce 487 nm a nejnizsi intenzitu mél vzorek HA
fluvizemé glejové o stejné vlnové délce. Déle srovnavali fluorescencni indexy pii Iso1/las7
s barevnymi kvocienty Q4 mezi nimiz nalezli linearni korelaci®!.
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Orazio a Senesi izolovali konven¢ni procedurou huminové kyseliny (HA) zrizosféry a
z velkého objemu pady, které byly analyzovany FTIR a gelovou chromatografii. Rizosféra je
sféra chemického a bakteriologického pusobeni kofenu rostliny. Byly vybrany dvé odlisné
urody a to rajcat (T) a artyCokil (A) a kazda HA byla frakciovana gelovou chromatografii do
tii frakci se zvySujici se molekularni velikosti. Elementarni analyza indikovala vét§i obsah N
a S v rizosfétfe rajéete (T-HA) nez tomu bylo v rizosféfe artyCoku (A—HA), to se projevilo
ptitomnosti formujicich ¢initeldi (dusikaté a sirné slouceniny) uvoliiujici se pii rizodepozi¢nim
procesu. Tyto tfi frakce odebrané z pidy s trodou rajcat a artyCoki vykazuji postupné zvyseni
obsahu C, H a N a snizeny obsah O a Sa pomér C/N a C/H. Tyto vysledky ukazuji, Ze
nejniz$i molekuldrni frakce 1 je bohatd na okyslicené funkéni skupiny a sklada
z jednoduchych strukturdlnich jednotek pravdépodobné z quininovych a fenolickych jednotek
s prevladajicim aromatickym charakterem, zatimco vys$i molekularni frakce II a III jsou
bohaté na skupiny obsahujici N a na strukturdlni jednotky obsahujici C a H a jsou
charakteristické smésnou povahou alifaticko-aromatickou a vét§i molekularni komplexitou3?.

Pomoci metody zhaSeni fluorescence a adsorpce (modifikovany Freundlichliv model)
popisoval Plaza a kolektiv (2009) vazby a vazebné chovani polycyklickych aromatickych
uhlovodikid (PAH) v HA. HA byly izolované z organickych substrati pfi rizném stupni
kompostovani a byly porovnany s pidni HA. Kvili skodlivosti PAH v pidach fesili také
otazku bioremediace zalozené na procesu kompostovani a ptidavku cerstvého kompostu.
Vazebnd kapacita PAH v Cerstvém kompostu je vétsi neZ kterou maji pidni HA. Zjistili, Ze
rychleji a efektivnéji je plida vyciSténa od PAH bioremediaci zrajicim kompostem nez
Cerstvym organickym pfidavkem. Bioremediaci kompostovanim je uvolnéna smés
bobtnajicich ¢inidel a organickych latek, které spolu s pfitomnymi aktivnimi mikroorganismy
transformuji a degraduji polutanty (PAH) na neSkodné slouceniny. Na této degradaci a
transformaci polutanti ma vétsi podil kompost neZz pfitomné organismy, které svou
mikrobidlni aktivitu zvySuji pravé pfidanim kompostu. Po aplikaci kompostu ke
kontaminovanych pidam dojde ke zvySeni celkového mnoZstvi a afinity pidnich HA pro
PAH a tim sniZuji jejich biologickou pfistupnost a biodegradaci samoziejmé v zavislosti na
stabilit¢ kompostu a jeho zralostid3.

Drosos a kolektiv se zase zabyval porovnanim vodikovych vazebnych skupin v HA. Ke
studiu huminovych kyselin pouZili NMR spektroskopii. M¢fili tfi lignitické HA (lokality
Recko), pét pidnich HA (lokality Recko), jeden vzorek HA izolovany z raseliny a standard
HA Leonardite. Pomoci metody H-NMR mohou byt ziskdny informace o strukturalnim
slozeni HA a to predeviim fenolickych a karboxylovych skupin. Podle C"-NMR byly
zjiStény hlavni rozdily mezi HA pldnimi a HA lignitickymi v mnoZstvi karboxylovych C
(160—-185 ppm) a mnozstvi aromatickych C (110-160 ppm). Vice aromatickych skupin a
zaroven vétsi homogenni struktura bylo nalezeno v lignitickych HA vzorcich nez v pidnich
HA. Bylo zjisténo, ze pidni humifika¢ni proces je nepfetrzity a pii jakémkoliv ¢asu jsou
pfitomny rozdilné stupné humifikace. V ptipad¢ lignitickych HA se humifikace v urcitém
geologickém &ase zastavid4,

Vlivem globéalniho otepleni dochédzi k tdni zmrzlych sedimentli a to miize mit jako
nasledek uvolnéni ulozené organické hmoty a ta je pak zahrnuta v biogeochemickém cyklu.
Shirshova a kolektiv studovali tyto huminové latky (HS) fluorescenéni spektroskopii. V praci
ptipravili huminové frakce z polygenetického synkryogenniho sedimentu v severni Yakutii.
Provedli porovnani se spektry huminovych latek izolovanych z odebranych pid a také méftili
referencni vzorky pfirodni organické hmoty (NOM). Izolace frakci HS ze sedimentu a
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pudnich vzorkl byla provedena metodou postupné extrakce se sulfonatovou pryskyfici (HS—S
frakce), karboxylatovou pryskyftici (HS—C frakce) a 0,1 M NaOH (HS-A frakce). Nasledné
byla provedena izolace HA a FA z kazdé frakce. Podle fluorescencnich charakteristik byly HS
a HA frakce sedimentii klasifikovany do dvou skupin. Prvni obsahujici Pleistoceni sedimenty
ze zmrzlého komplexu, druha sedimenty Holocenni konzistence a Pleistocenni jilovité pady.
Podle ziskanych fluorescen¢nich dat se HS a HA prvni skupiny vyznacuji dominantnim
pikem v nizké a stfedni spektralni vinové oblasti, kterd indikuje relativné nizky stupeni
humifikace a jistou podobnost k referenénim vzorkiim NOM. HS a HA frakce druhé skupiny
maji fluorescenéni zaznam signalu typicky pro nedavno ziskané pidy, kde je dominantni pik
nalezen v dlouhovinné oblasti, ktery je pfiznacny vysokym stupném humifikace. Data
ukazuji, Ze HA a FA vSech frakci studovanych materidlu vykazuji ¢tyfi hlavni fluorescenéni
piky s maximem v 330-365 nm (a), 365-380 nm (b), 380—420 nm (c) a 480-520 nm (d), coz
souhlasi s literaturou (Senesi a kol. 1991). Prvni dva piky (a) a (b) v nizkovIinné oblasti pattili
FA. A pro HA byly nalezeny piky v stiedni a dlouhovlnné oblasti v (a), (c) a (d)37.

Divya a kolektiv se zabyvali koncentracni zavislosti méfené fluorescence z hlediska
moznych posunt fluorofori k vys§im vinovym délkam. Nejprve studovali jednoduché
fluorofory (chinin sulfat, rhodamin 6G, kumarin 152 a fluorescein), které maji odliSna
absorp¢ni a emisni spektra. Tyto molekuly netvoifi excimery pfi vysokych koncentracich.
Dale mé&fili multifluoroforni systémy jako diesel, transformatorovy olej a huminové kyseliny.
Ukolem této prace bylo zjistit optimalni nastaveni AJ pii méfeni SFS spekter. U vybranych
vzorkil dokumentovali vnitini filtr efekt40.

Nakashima a kolektiv sledovali interakce mezi HA a t&zkymi kovovymi ionty (Cu*"a Pb>")
fluorescencni spekroskopii. Fluorescencni spektra Aldrich HA (AHA — technickda huminova
kyselina) byla vyznamné zhdSena témito tézkymi kovy. Vazebné konstanty mezi HA a
tézkymi kovovymi ionty byly ziskdny Stern-Volmerovou analyzou. Fluorescencni spektra
obsahovala dva intenzivni pasy, tedy dva fluorofory, které jsou ovlivnény rozdilnou
komplexaci kovu huminovou kyselinou. Byly ureny dvé vazebné konstanty pro par HA—kov.
Prvni pas okolo 510 nm je charakterizovan vétsi vazebnou konstantou nez pds, ktery ma
okolo 435 nm (cit.42).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Ukolem této prace je studium padnich huminovych latek (HS) pomoci fluorescenéni
spektroskopie. Hlavni pouzivanou metodou vtéto praci je synchronni fluorescencni
spektroskopie (SFS). Tento dvou-dimensiondlni synchronni sken byl jeSté rozSifen o tii-
dimensionalni synchronni sken (3D SFS), ktery v emisnim modu poskytuje grafické zavislosti
relativni intenzity emise pii vSech kombinacich SFS a intervalu Al v jednoduchém tii-
dimensiondlnim uspofadani. Interval AL poskytuje vymezeni presného konstantniho vinového
rozdilu mezi excitatnim a emisnim monochromdatorem. Jeho posouvanim ziskame fluorofory
vyskytujici se v daném spektru.

Dulezité bylo i nalezeni optimélnich parametrii nastaveni pfistroje Bowman Aminco,
vyhledani vhodné koncentrace métenych vzorkli a zpracovani namétenych dat v 2D a 3D
synchronnich spektrech. U vzorkdi humatu byl zkouman vliv pH na jejich fluorescencni
chovani a cilem bylo zjistit jak reaguje struktura humatu na zmény pH. Sledovali jsem
pfedevsim, zda se neméni poloha hlavnich a vedlejSich pikil a relativni intenzita fluorescence
(RFI).

Dale jsme se snazili o srovnani a popis standardi HA a FA s naSimi vybranymi vzorky a
charakterizovat vSechny fluorofory vyskytujici se ve spektrech huminovych latek. Nasledné
diskutovat vysledky jejich spekter, pfedev§sim polohu jejich hlavnich pikd. Dal§im ukolem
bylo k nékterym hlavnim piktim pfifadit fluorofory, které mohou byt ve spektrech pfitomny
podle literatury Senesi a kol. (1991)?. Zatim byly v literatufe publikovéany fluorofory pouze
pfi nizsich vinovych délkach pod 500 nm.

Z nékterych synchronnich spekter byly vypocitany tzv. fluorescen¢ni indexy F a to
z poméru relativnich intenzit dvou intenzivnich pikl, nebo pii konkrétnich téchto vinovych
délkach lug7/1s02, 1200/ 1360, 1360/ 1470, 1a65/1399.

3.1 Priprava vzorki
Piiprava roztokii huminovych a fulvo kyselin

Byly piipraveny roztoky o vysledné koncentraci 0,05 g dm tak, Ze navazka 0,0025 g
kyseliny byla kvantitativné prevedena do 50 ml odmérné baiiky a doplnéna po rysku 0,5 M
roztokem NaOH. Ptfipravené vzorky byly ponechidny 1-2 dny v lednici ke stabilizaci a pred
meéienim byly protfepany.

Piiprava roztoku humadti

Byly pfipraveny roztoky o vysledné koncentraci 0,05 gdm™ tak, Ze navazka 0,0025 g
izolovaného humatu byla kvantitativné pfevedena do 50 ml odmérné baiky a doplnéna bud’
mili Qvodou nebo pufrem o pH 7 po rysku. Kvuli stabilizaci byly ptipravené vzorky 1-2 dny
ponechany v ledni¢ce a pfed métenim byly protiepany.

Piiprava roztoku pH Fady humdti

Byla piipravena sada roztokd humati o vysledné koncentraci 0,05 g dm > a rtizné hodnot&
pH (3; 4; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 9) tak, Ze navazky 0,0025 g humatt byly kvantitativné
pievedeny do 50 ml odmérné baiiky. Baiika byla doplnéna pufrem s pozadovanym pH po
rysku. Pfipravené vzorky byly ponechany 1-2 dny v lednici ke stabilizaci a pied méfenim
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byly protfepany.

Piiprava roztoku pufrit s danym pH

Pufry o pH 4 a 9 byly komerecné dodané vyrobcem Merck a ostatni roztoky pufrt s jinou
hodnotou pH byly pfipraveny nasledovné.

Na pfipravu roztoku pufru o pH3 byl pouzit tlumivy systém hydrogenftalan
draselny/kyselina chlorovodikovéa tak, Ze k objemu 50 ml hydrogenftalanu o koncentraci
0,1 mol dm > byly pipetovany 4 ml roztoku HCI s koncentraci 0,1 mol dm .

Sada s hodnotou pH (5; 5.,5; 6; 6,5; 7; 7,5 a 8) byla pfipravena tlumivym systémem
KH,PO4/Na,HPO, tak, ze ze zasobnich roztoku obou slozek s koncentracemi 0,067 mol dm
byly pipetovany a miSeny objemy KH,PO4 a Na,HPO, dle vztahu x ml A + (60 — x) ml B, kde
latka A je Na,HPO, a latka B je KH,PO4.

Pr¥iprava zasobniho roztoku hydrogenftalanu draselného

Byl piipraven roztok o koncentraci 0,1 mol dm™ kvantitativnim prevedenim navazky
2,042 g komer¢né doddvaného hydrogenftalanu draselného (p.a.) do 100 ml odmérné banky a
doplnén destilovanou vodou po rysku.

Piiprava zasobniho roztoku kyseliny chlorovodikové

Z normanalu HCI byl p¥ipraven roztok o koncentraci 0,01 g dm .

Pr#iprava roztoku hydroxidu sodného

Byl piipraven roztok o koncentraci 0,5 moldm™, tak Ze navazka 20 g komerednd
dodavaného hydroxidu sodného (p.a.) byla destilovanou vodou kvantitativné pievedena
1000 ml odmérné banky.

Pr¥iprava zdasobniho roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného

Byl piipraven roztok o koncentraci 0,067 mol dm, tak Ze byla navazka 1,816 g komeréngd
dodavaného KH,PO, (p.a.) byla kvantitativné¢ ptfevedena do odmérné banky 200 ml a
doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Piiprava zasobniho roztoku hydrogenfosforecnanu sodného

Byl pipraven roztok Na,HPO, o koncentraci 0,067 mol dm™ kvantitativnim pievedenim
navazky 4,778 g komeréné dodavaného Na,HPO4 12H,0 (p.a.) do odmérné banky 200 ml a
doplnéna destilovanou vodou po rysku.
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3.1.1 Extrakce huminovych kyselin
3.1.1.1 Extrakce huminovych kyselin z lignitu

Nejprve bylo pfipraveno extrakéni ¢inidlo (smés) a roztok na piecisténi HA, které se
skladaji z nasledujicich latek.

e  Extrakeni ¢inidlo:
0,5 M NaOH (40 g/21) + 0,1 M NasP207-10 H20 (89 g/ 2 1)

e Roztok na precisténi HA :
HCI — HF (na 2 litry) 10 ml konc. HCI a 20 ml konc. HF, zbytek doplnén destil. vodou

Extrakce byla provedena se 100 g lignitu které byly v plastové nadobé prelity 21
extrakéniho Cinidla, pfebyte¢ny vzduch nad roztokem byl vytlacen proudem dusiku a nddoba
byla uzaviena a tfepana po dobu piiblizn¢ 24 hodin. Pak byl odstiedén pevny podil a ke
kapalné frakci byla postupné ptidavana 20% HCIl az do pH = 1-2. V této oblasti pH doslo
k vysrdzeni huminovych kyselin a nasledujici den byla kapalnd c¢ast suspenze odsata.
Vysrazené kyseliny byly za neustalého michani rozpustény v 0,1 M roztoku NaOH alespoii na
pH = 8 a znovu precipitovany a rozpustény jesté dvakrat. Potom byly HA ptecistény 2 I smési
HCI a HF, kdy byly v tomto roztoku ponechdny ptiblizn¢ 36 hodin na tiepacce, béhem tiepani
probihalo opakované odsttedovani a promyvani vodou. Pevny podil byl piimo
v odstied’ovacich kyvetdch promyt vodou a odstfedén. Poté byla pfidana dalsi deionizovana
voda a HA byly pfevedeny ve form¢ suspenze do dialyza¢nich membran (Spectarpor 3 o
molekulové hmotnosti MWCO 3500). Vymeéna destilované byla provedena tfikrat denné po
dobu jednoho tydne. Poté co roztok HA vykazoval negativni reakci na chloridy a fluoridy byl
dialyzovany roztok ptelit na Petriho misky a vysusen v susarné pfi teploté 25°C.

3.1.1.2 Extrakce a izolace huminovych kyselin z piid
Piiprava pudy:

Pidu, z které chceme izolovat huminové kyseliny zbavime viditelnych rostlinnych zbytkd.
Pokud ptda obsahuje uhli¢itany, musime uskutecnit dekalcinaci pudy s 10% HCI. Ke 100 g
pudniho vzorku presatého pres 2 mm sito pfidame opatrné 1:1 10% HCl. Smés intenzivné
michame dokud unikd CO2 (1-2 hod.). Jakmile pfestane unikat CO2 pidu nechame usadit a
roztok nad ni opatrng slijeme. Piidu promyjeme 0,05 M HCI a zjistime piitomnost Ca*" se
Stavelanem amonnym. KdyZz vznika bila srazenina, pidu dale promyvame s 0,05 M HCL
Pokud je reakce negativni za¢neme plidu promyvat s destilovanou vodou az do odstranéni C1°
iontli. Pfitomnost chloridovych iontli dokazujeme dusi¢nanem stfibrnym (bild srazenina).
Takto pfipravena plida miiZe byt pouZita na extrakci huminovych kyselin.
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Extrakce a izolace humusovych kyselin podle MZLU

Ke 100g (¢tytikrat) bylo ptiddano 600 ml 0,1 M NaOH a tato smés byla protfepavana 7—8

hodin. Pfes noc byla zemina ponechana k usazeni v tmavém a chladném misté. Druhy den byl
tmavy roztok nad zeminou slit do kddinky a ponechan na tmavém a chladném misté. Postup
se opakoval a vzdy byl odebirdn roztok nad zeminou a vSechny byly nasledné slity
dohromady.
Takto vznikly roztok obsahujici humusové kyseliny byl odstfedén a odstfed’ovéani probihalo
dokud nebyl extrakt ¢iry. Extrakt byl prefiltrovan pies filtracni papir. Dale se provadéla
extrakce podle metody spolecnosti IHSS (Hayes 1985), kdy jako extrakéni ¢inidlo je pouzit
roztok 0,1 M NaOH a 0,1 M roztok pyrofosfore¢nanu sodného. Postup vysrazeni a precisténi
huminovych kyselin probihal také stejné jako u lignitickych huminovych kyselin.

3.1.1.3 Izolace pudni fulvokyseliny

Ze vzorkli pudy byl nejprve extrakci roztokem pyrofosforeCnanu sodného a hydroxidu
sodného izolovan vzorek huminové kyseliny, zbytek roztoku po extrakci byl zfiltrovan a
pomoci hydrofobni pryskyfice Supelite byl izolovan vzorek fulvokyseliny v roztoku.
Fulvokyselina byla ptecisténa pomoci smési HCI a HF a potom dialyzovana a vymrazena.

3.1.1.4 Izolace humatii

Humét byl pfipraven z vychozi huminové kyseliny, kterd byla rozetfena tlouckem ve tieci
misce a rozpusténa v 0,5 M NaOH pii pH vyssim nez 12. Poté byl roztok dialyzovan po dobu
asi jednoho tydne a nésledné titrovan automatickym titratorem na hodnotu pH 7. Nésledné
byl vzorek vymrazen pii teploté -50°C a dialyzovan pomoci membrany Spectrapor 3
o molekulové hmotnosti MWCO 3500.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Normanal kyseliny chlorovodikové (p.a.), 0,1 M, Lach—Ner s.r.0., Neratovice,
Hydroxid sodny (p.a.), Lach—Ner s.r.o., Neratovice,

hydrogenftalan draselny (p.a.), Lach—Ner s.r.o., Neratovice,
dihydrogenfosfore¢nan draselny (p.a.), Lach—Ner s.r.o0., Neratovice,
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (p.a.), Lach—Ner s.r.0., Neratovice,
roztoky pufrii (pH 4 a 9), Merck KGaA, Darmstadt,

3.1.3 Pouzité vzorky huminovych latek

e standard ptidni huminové kyseliny Elliot Soil I dodavany spole¢nosti IHSS,

e standard ptidni fulvokyseliny Elliot Soil II dodavany spole¢nosti IHSS,

e vyluh huminovych latek z pidy typu Pseudoglej (Gleyic Stagnosol) z lokality
Kamenicky, pfipraven kolektivem MZLU AF Brno,

e vyluh huminovych latek z pidy typu Cernozem (Haplic Chernozem) z lokality
Bratcice, pfipraven kolektivem MZLU AF Brno,

e  vyluh huminovych latek z pidy typu hnédozem (Haplic Luvisol) z lokality Veverské
Kninice, pfipraven kolektivem MZLU AF Brno,

e huminova kyselina typu Cernozem (Haplic Chernozem) z lokality Bratgice, pfipraven
kolektivem MZLU AF Brno, piecisténi na FCH VUT v Brné
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e  huminova kyselina typu Kambizem (Eutric Cambisol) z lokality Vatin

e fulvokyselina typu Kambizem (Eutric Cambisol) z lokality Vatin

e ligniticka huminova kyselina HAN z lokality Mikul€ice, ptfipravena Mgr. Fasurovou
Ph.D.,

e  humat 04/06, pfipraven Ing. Kucerikem, Ph.D.,

e humat 221105, pfipraven Ing. Kugerikem, Ph.D. a Ing. Cechlovskou, Ph.D.

e vyluhy z pid typu Cernozem Modélni, Arenicka, Hnédozemni, Phaeoicka (Haplic,
Arenic, Phaeoic) lokality MZLU jizni Morava, Vysoc€ina.

U uvedenych vzorkll byla provedena elementarni analyza na Analyzatoru Carlo Erba na
USMH AVCR Praha, u vzorku Kambizem FA byla analyza provedena na Strojirenském
zkuSebnim ustavu v Brné. Analyzy standardu uvadi spole¢nost THSS na dodacich listech.
Vybrané vzorky jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach (Tab.1, Tab. 2 a Tab. 3). Protoze se
jedna se o elementarni analyzy pro bezpopelové huminové kyseliny, je zde uveden i obsah
popela ve vzorcich. Vysledky elementdrni analyzy jsou uvedeny v hmotnostnich %.

Tabulka 1 Elementarni analyza a obsah popela huminovych kyselin

Nazev HA C [%] O [%] H [%)] N [%] Popel [%]
Elliot Soil HA 58,13 34,08 3,68 4,14 0,88
Pseudoglej 53,33 36,31 5,27 5,18 5,07
Cernozem 53,23 37,42 4,60 4,75 991
HAN 57,46 34,93 5,08 2,53 15,51

Tabulka 2 Elementadrni analyza a obsah popela fulvokyselin

Nazev FA C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%]
Elliot Soil FA 50,12 42,61 4,28 3,75 1,00
Kambizem 56,33 34,02 4,1 5,37 17,1

Tabulka 3 Elementdrni analyza a obsah popela humatii

Nazev HA C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%]
Humat 04/06 41,53 28,81 2,99 0,96 25,71
Humat 22/11 58,43 35,89 4,29 1,39 18,16

3.1.3.1 Charakterizace méienych typii pird

Cernozem

Hluobokohumozni pliidy (> 30 cm) s tmavym Cernickym horizontem Ac. Vytvoftily se ze
sprasi, pisCitych spraci a slinli intenzivni akumulaci a kondenzaci pidni organické hmoty, v
podminkach nepromyvného vodniho rezimu. Pidni vegetaci byly stepi a lesostepi. Obsahuji v
ornici 1,9 — 3,0 % humusu, Cya: Cra > 1,5. Pldni reakce je neutrdlni az slabé kysela. Patii k
nasSim nejurodnéj$im piidam, proto jsou vyuzivany jako ptady orné.
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Hnédozem

Vznikaji typickou illimerizaci, kdy jsou translokovany koloidy s malym mnozstvim
organickych latek. Pod hnédou ornici se nachazi homogenné hnédy luvicky horizont Bt.
Vytvotily se hlavné ze spras$i, sprasovych hlin (prachovic) v podminkach promyvného
vodniho rezimu. Ornice byla vytvofena z horizonti akumulaci humusu a slabé eluviovaného
horizontu. Stfedni obsah humusu v ornici €ini 1,3 — 2,5 %, pomér Cpa: Cra kolem 1. Piidni
reakce je slabé kysela az kysela. Patfi k velmi trodnym ptdam, ale vyzaduji vapnéni a
hnojeni organickymi hnojivy.

Kambizem

Pidy s kambickym horizontem, jenz vznikl v diisledku hnédnuti a bisialitizace. Zbarveni
kambického horizontu je vzdy hnédSi nez zbarveni pidotvorného substratu. Vytvorily se
pirevazné v hlavnim souvrstvi svahovin magmatickych, metamorfickych a sedimentarnich
hornin, v podminkéch periodicky promyvného az promyvného vodniho rezimu. Pivodni
porost v oblasti kambizemi niz§ich poloh byly doubravy a buciny, u kambizemi vyssich poloh
smiSené lesy (buk, jedle) az smrciny. Kambizemé nizSich poloh obsahuji v ornici méné
humusu (probiha rychlejsi mineralizace), do 3 % v ornici (horské 3—6 %), ale maji vice jilu
nez horské pidy. Hodnota reakce pHkcy je nad 5. Kvalita humusu je velmi rozdilna, smérem
do niZ§ich oblasti vzrista.

Pseudoglej

Pidy s vyraznym mramorovym redoximorfnim Bm horizontem. Vytvaieji se bud z
pedogenné (z luvizemi) nebo z litogenné zvrstvenych piipadné nerozpustnych (jilovité,
piscitojilovité) substatt. Pseudoglejovy proces (oglejeni): v dusledku periodicky zvysené
vlhkosti dochazi za uc€asti nizkomolekularnich organickych latek k mobilité, redukci a migraci
Fe a Mn. V ornicich se obsah humusu pohybuje v rozmezi 2,5-3,5 %. Pseudogleje jsou
pokladany za piidy méné Urodné. Jejich produkéni potencidl je ovlivnén zvlasté v jarnich
mésicich, protoze dochazi k nadmérné vlhkosti a sniZzeni provzduSenosti a redukéné-
oxida¢niho potencidlu, coz vede k hromadéni toxickych latek, které ovliviiuji metabolismus
rostlin.

3.1.4 Pouzité pristroje a metody

e spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2, program AB2 pro fluorescencni
spektroskopi,

e pH metr Gryf 107 L a Hanna pH 212, (dvoudoba kalibrace),

e Analyzator Carlo Erba (elementarni analyjza na USMH AVCR Praha), CHN
analyzator ( Strojirensky zkuSebni Gstav Brno),

e  OriginPro 6.1 (zpracovani dat).
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3.2 Fluorescenc¢ni spektroskopie
3.2.1 Instrumentace

Zdrojem svétla je xenonova lampa. Svételny paprsek vyprodukovany xenonovou lampou
projde nejprve prvnim monochromatorem (excitatnim), dopadne na vzorek. Nasledné se
v kolmém sméru (od dopadu zéfeni) vede emisni zafeni do druhého monochromatoru
(emisni), projde jim a nakonec je zachyceno detektorem. Ziskand data jsou vyhodnocena
pomoci programu AB2.

3.2.2 Pracovni postup
Podminky méieni:

Sifka $térbin obou monochromatort 4 nm,

teplota méteni stale 20 °C (byla kontrolovana termostatem),

nastaveni monochromatort (360//520 nebo 350//397),

vzorky métené v kyveté ze skla Spectrosil o tloust'ce 1 mm,

synchronni 2D sken v rozmezi 200—600 nm, s nej¢astéjSim vinovym rozdilem

AA =20 nm,

e synchronni 3D sken v rozmezi 200—600 nm, s postupnym zvySovanim A4 od 15 po 80
nebo150 nm,

e citlivost pfistroje byla 60 %,

e budici napéti nejcasteji v rozmezi 800—-1000 V.

Experimentdlni méieni

e zkouSeni riiznych nastaveni pfistroje (autorange, Sifka Stérbin, rizné budici napéti
nastaveni monochromatort, rozdilné rozmezi skent),

e mcéfeni synchronnich 2D spekter o AA =20 nm a A1 =40 nm,

e méfeni synchronnich 3D spekter s riznou AA.

3.2.2.1 Méveni vzorkii

Ptipravené vzorky huminovych latek a huméati byly méfeny v kiemenné kyveté, ktera
propousti elektromagnetické zafeni v rozsahu vinovych délek 195-2700 nm. Méfeni probiha
v fidicim programu AB2, kde se nastavuji parametry méfeni (Sitka Stérbin, napéti,
monochromatory atd.), parametry pro export dat ziskame diky pfevodu do ASCII formatu,
kde se datové soubory ukladaji v podobé textovych souborti, které¢ jsou nasledné importovany
do excelovského souboru nebo do programu Origin.

32



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv koncentrace a pH vzorki huminovych latek na fluorescenci

Je obecné znadmo, Ze relativni intenzita fluorescence vzorkii aromatickych latek zavisi
hlavné na téchto parametrech: koncentrace, teplota, hodnota pH, pouzity typ rozpoustédla,
pritomnost soli aj.

Podle udaji v literatufe mize disledkem téchto vlivli dochézet kromé snizeni nebo zvySeni
RFI také k posuntim nékterych pikl. Tyto posuny lze zaznamenat hlavné v synchronnim
modu méfeni, nebo v 3D skenu v excitatné—emisnim modu (EEM). V této préci byly tyto
mozné zmény zjisStovany pomoci 2D synchronniho skenu.

Z dtvodu vzniku soli (NaCl) pii rozpousténi huminové kyseliny v hydroxidu sodném, byly
experimenty provedeny i s humatem sodnym, ktery je rozpustny pii jakémkoliv pH a odpada
problém se vznikem soli, kterd zpusobuje zhdsSeni fluorescence. Tento proces zhaseni
fluorescence huminovych kyselin v piitomnosti NaCl byl jiz dfive potvrzen i experimentalné.
Cerstvé upravené vzorky HA s obsahem NaCl nebylo moZno méfit hned po jejich piipravé.

4.1.1 Srovnani humata 22/11 a 04/06 o ruzné koncentraci

V této praci byly sledovany dva lignitické humaty rozpusténé v miliQvod¢ o koncentracich
0,05gdm > a 0,025 g dm . Zamérem prace bylo sledovani, jestli dochazi ke zmén& polohy
pikl a relativni intenzity fluorescence se zménou koncentrace téchto humadti. Synchronni
spektrum bylo méfené pii napéti 800 V a je zndzornéno na Obr. 3. Spektra byla snimana
s konstantnim vlnovym rozdilem mezi excitatnim a emisnim monochromatorem A4 =20 nm.
Ve spektru jsou zjevné dva dominantni piky (maximum 1 a maximum 2) a v oblasti vyssich
emisnich délek lze jesté tusit pritomnost tfetiho piku, ktery ovSem neni moc patrny. Také
v oblasti nizkych vlnovych délek je vidét intenzivni pik v 359 nm. Vynesené synchronni
spektrum predstavuje zavislost RFI na emisni vlnové délce, piicemz lze urcit také excitacni
vlnovou délku, odectenim konstantniho vlnového intervalu A4 od emisni vinové délky.
Fluorescencni maximum 1 téchto vzorkl bylo zjisténo pii Aexc/Aem.: 448/468 a fluorescencni
maximum 2 pii Adexe/Aem.: 468/488.
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Obr. 3 Synchronni spektrum humdtu 22/11 a 04/06 o koncentraci 0,05 gdm™ a
0,025 g dm™".

4.1.1.1 Zavér

Z naméfenych spekter vyplyva, ze se zménou koncentrace nedoslo k rozdilim v poloze
hlavnich pikh humath. Oba lignitické humaty mély shodné polohy hlavnich pikd, coz
dokazuje, Ze pochdzeji ze shodné matrice, tedy jsou lignitického pivodu. Byly zjistény
rozdily v naméfenych intenzitdch hlavnich pikli, kdy vzorek humatu 22/11 mél pii vyssi
koncentraci intenzivnéj§i pik v maximu 2; v oblasti Aexc/Aem: 468/488. Rozdily mezi
maximem 1 a 2 nejsou tak vyznamné jako v piipadé porovnani vzorkd humatu 04/06. Tudiz
z toho nemiizeme usuzovat, ze by zména koncentrace méla vliv na polohu hlavnich pikd.
Obecné pii porovnani téchto spekter mél nejvyssi hodnotu RFI (5,62) humat 04/06. Bylo
zjisténo, ze se snizenim koncentrace obou vzorkli dochazi ke snizeni RFI. Na zaklad¢ Obr. 3
Ize konstatovat, Ze je 1épe méfit pii koncentraci 0,05 g dm™, protoze lze 1épe odegist hlavni
fluorescenéni maxima. Predpoklada se, ze pokud bychom zvySovali koncentraci nad
0,05 g dm > bude dochazet k odchylkam namé&fenych intenzit a nebude platit linearni odezva
métené intenzity na koncentraci. Pti méfeni jakychkoliv vzorkd huminovych latek je vzdy ze
nutné nejprve proméfit si koncentracni fadu daného vzorku a vybrat optimalni koncentraci pro
dal$i experimenty.
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4.1.2 Vliv koncentrace na RFI vzorku lignitické huminové kyseliny (HAN) a jeji
porovnani s lignitickymi humaty 22/11 a 04/06.

Jelikoz bylo zjisténo viz vySe, Ze zvolend koncentrace huméti neovliviiuje polohu hlavnich
pikt, ale relativni intenzitu fluorescence, byl uskute¢nén dal$i experiment. Byla provedena
meéteni lignitické huminové kyseliny (HAN), ze které byl humat nasledné ptipraven. Cilem
prace bylo zjistit, jestli budou nalezeny néjaké rozdily ve spektrech humétu a huminové
kyseliny pfipravené ze stejné matrice. Déle bylo ukolem zjistit, jestli bude mit vzorek humatu
vys$i rel. intenzitu nez vzorek HAN.

Nejprve byla pfipravena a proméfena sada vzorkli huminové kyseliny v rozmezi
koncentrace od 0,01 g dm do 0,08 g dm ™ . Pro kazdou zvolenou koncentraci byl synchronni
sken méten jednotlivé pfi stejné hodnoté napéti (950 V) a vysledna spektra byla spojena do
jednoho kombinovaného grafu s konstantnim vinovym rozdilem A4 =20 nm. Pfedpokladem
bylo, ze pfi nizké koncentraci fluorescencni latky v naSem ptipad¢ lignitické huminové
kyseliny (HAN) je fluorescencni intenzita linearné zavisld na koncentraci. Ale pii vysoké
koncentraci vzorku nedochédzi ke zméné intenzity fluorescence v zavislosti na koncentraci
predevsim z divodu vnitiniho filtr efektu (inner filter efect).

Charakterizace namétenych spekter spocivala v urceni hlavnich pikd vyskytujici se ve
spektru lignitické HAN a porovnat je spiky lignitickych humata 04/06 a 22/11.
Ptedpokladem bylo, ze se tyto vzorky stejného ptivodu budou shodovat v polohach hlavnich
pikt, to znamend, Ze budou obsahovat shodné hlavni fluorofory.

10 468 486 501
9 - .
—HA lignit 0,01 g-:dm-3
8 —HA lignit 0,02 g-dm-3
7 HA lignit 0,03 g-dm-3
HA lignit 0,04 g-dm-3
6 —HA lignit 0,05 g-dm-3
= 5. — HA lignit 0,06 g-dm-3
& —— HA lignit 0,08 g-dm-3
4 - 357
3 |
2 | i
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Obr. 4 Synchronni sken HAN lignitické o ruzné koncentraci rozpustené v 0,5 M NaOH.
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Po zméteni vSech SFS spekter bylo provedeno vyhodnoceni tak, Zze byl sledovan vliv
koncentrace na polohu maximalniho piku 468 nm a na odpovidajici hodnotu relativni
intenzity fluorescence. Maximum relativni intenzity fluorescence bylo pozorovano u vSech
vzorkd pfi stejné vinové délce emise 468 nm. Byly nalezeny celkem 4 piky v oblastech
(Aexc/Aem.) 337/357, 448/468, 466/486, 481/501 nm. Pii porovnani méfenych 7 vzorkii méla
nejvy$si relativni intenzitu HAN lignitickd o ¢=0,05 gdm > a nejméné intenzivni HAN
lignitickd o ¢=0,01gdm™. Z Obr. 4 plyne, 7¢ zvolena koncentrace vyrazné ovliviiuje
relativni intenzitu fluorescence ne vSak polohu maximalniho piku. Se zvySujici se koncentraci
vzorkii se linearné zvysuje relativni intenzita fluorescence az do koncentrace 0,05 g dm>,
tzn., 7e optimalni koncentrace vzorku je do 0,05 ¢ dm ™ a nad touto koncentraci je uZ
zavislost nelinearni, protoZe dochéazi k ¢aste¢nému pohlceni emitovaného zateni.

Pro ilustraci byla vynesena zavislost RFI odectené pii 468 nm na koncentraci lignitické
huminové kyseliny na Obr. 5.
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Obr. 5 Zavislost relativni intenzity fluorescence na zvolené koncentraci u HA ligniticke.

Z uvedené grafické zavislosti na ( Obr. 5) plyne, Ze v oblasti vySSich koncentraci nad
0,05 gdm > nelze spektra korigovat, protoze se dopoustime chyby ve stanoveni relativni
intenzity fluorescence (RFI). Tuto koncentra¢ni sadu je tfeba promeéfit vzdy pro zvoleny typ
huminovych latek, protoze tim zjistime pii které koncentraci je nejlépe meéfit. Obecné se
v literatufe pie, Ze tato koncentrace byva do 0,05 g dm>, ale zalezi také na zvoleném typu
spektrofluorimetru a jeho moznostech méteni.
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Obr. 6 Synchronni spektrum lignitickych humati 04/06, 22/11 a lignitické HAN o stejné
koncentraci 0,05 g dm™>.

V tomto experimentu byly porovndny vzorky humatd a huminové kyseliny, které byly
izolovany ze shodné matrice pii stejné koncentraci. Lignitické humaty byly rozpustény
v pufru o pH 7 a lignitickd HAN v 0,5 M NaOH (¢ = 0,05 g dm™).

Pti porovnani spekter SFS (pii napéti 800 V) lignitické HAN a humatt 04/06 a 22/11 bylo
zjisténo, Ze spektra obsahuji tfi hlavni piky pfi stejnych vlnovych délkéach.

Kombinovany graf je znazornén na  Obr. 6, kde jsou tu¢né zvyraznény hlavni piky.

4.1.2.1 Zavér

Z vysledki méfeni koncentracni sady plyne, ze nalezend optimalni koncentrace vzorku
lignitické huminové kyseliny (HAN) je 0,05 g dm . Srovnanim lignitickych humati a vzorku
HAN bylo zjisténo, Ze se shoduji. Byly nalezeny tfi hlavni piky v oblastech 340/360, 449/469,
470/490 (Aexc/Aem.)- Hlavni pik byl u vSech vzorkl pozorovan pifi emisni vinové délce 469 nm,
ikdyz mezi timto maximdlnim a dalSim nejintenzivnéjSim pikem neni velky rozdil
v hodnotach RFI. Tyto vzorky byly porovnany s fluorescen¢nim chovanim (excitacni a emisni
piky) huminovych kyselin podle Senesi a kol. tak, ze byla nalezena pfislusna charakteristicka
skupina mé&fenych vzorki. Podle Senesiho? patii lignitickd HAN a lignitické humaty do druhé
skupiny, kdy vzorky maji vzdy dva excita¢ni hlavni piky v oblasti 450 a 470 nm, které byly
pozorovany i u naSich vzorkid. Podle literatury maximum nalezené okolo 460 nm znaci
polycyklické aromatické slouc¢eniny obsahujici sedm spojenych benzenovych kruht.
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4.1.3 Vliv pH humatu 22/11 na relativni intenzitu fluorescence (RFI)

Ukolem bylo zjistit, jestli struktura HA respektive humatu reaguje na zmény pH.
Z ptedchozich méteni 3D-EEM metodou v praci Ml¢ocha’8, bylo zjisténo, ze HA reaguje
na zmény pH nejvice v oblasti pHS a 7. V ptipad¢ této prace bylo ukolem pouzit jinou
metodu (synchronni) a vysledky porovnat s metodou emisné-excitacni. Metoda SFS
umoziuje urceni pikd jednotlivych fluorofornich skupin s vys$im rozliSenim a proto byla
pouzita tato metoda. Pokud by se sledovala zavislost fluorescence na pH u vzorkd
huminovych kyselin rozpusténych v alkalickém prostiedi, pak jejich hodnota pH je upravena
pomoci kyseliny za soucasného vzniku soli (NaCl). V tomto experimentu byla pfipravena
sada humati o rizné hodnoté pH a byl sledovan vliv hodnoty pH na RFI a dale na polohu
hlavnich piki.

10 ~ 468
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Obr. 7 Synchronni sken sady humatu 22/11 o rizném pH, méreno pri stejném napéti

U=900V .

Sada humatu 22/11 byla pfipravena rozpuSténim v pufrech o rdzném pH. Z ( Obr. 7) je
vidét, ze hlavni pik pfi 468 nm je pozorovan u vsech vzorkli, méni se vSak hodnota RFI
pfi tomto hlavnim piku a pfi vedlejSim (356 nm). Nejvyssi intenzitu fluorescence hlavniho
maxima (RFI=9,488) mél humat 22/11 o pH=35 a intenzitn¢ nejnizsi byl humat o pH=8.
Na nasledujicim obrazku jsou vyneseny hodnoty relativnich intenzit urc¢enych pii vinové
délce 468 nm.
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pH

Obr. 8 Zavislost relativni intenzity fluorescence pri 468 nm na hodnoté pH.

Bylo zjisténo, ze pfi nastaveni AA = 20 nm mezi excitaénim a emisnim monochromatorem
nedochazi vlivem zmény hodnoty pH k Zddnym posuniim vybraného fluoroforu pfi vinovych
délkach Aexc./Aem.= 448/468 nm. Dale bylo zjisténo, Ze se zvysujici se hodnotou pH v oblasti
od 3 do 9 dochazi k postupnému snizovani rel. intenzity fluorescence (FRI) humatu.
K ur¢itym malym vykyvim hodnot RFI doslo pfi pH 5 a 7. Zmény RFI byly pozorovany také
pfi 482 nm a 358 nm ( Obr. 9).
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Obr. 9 Zavislost relativni intenzity fluorescence na pH pro pik 482 nm 358 nm.

4.1.3.1 Zaver

Pti nizkych hodnotach pH dochazi k ionizaci struktury humatu sodného. Predpoklada se,
ze struktura humatu bude v oblasti niz§ich hodnot pH zaujimat jinou konformaci nez pfi
vysSich pH prostiedi. Pfedpoklad, Ze pifi nizSim pH dochazi ke svinuti struktury humatu a
zaroven ke snizeni intenzity emise, nebo hodnoty RFI se nepodafilo potvrdit. Zhaseni
fluorescence, tedy snizeni hodnot RFI by mohlo byt vysvétleno tim, ze nékteré fluorofory se
vlivem svinuté struktury neprojevi, jsou totiz blokovany ionty v roztoku. V ndmi studovaném
systétmu dochazi kjinému efektu. Huminové kyseliny, resp. humdaty obsahuji rizné
aromatické latky které maji navazany kyselé a bazické funkéni skupiny, které jsou citlivé na
pH. Jejich mnoZstvi hraje velkou roli v tom, jestli bude v sytému velka protonizace nebo bude
minimalni.Tyto funkéni skupiny (karboxylové a fenolické) ovliviiuji pak fluorescencni
chovéni humétu. Podle Senesiho 1990 (cit.37) substituovany heteroatom na aromatickém jadie
ma velky vliv na fluorescenci. Substituenty, ktery jsou na aromatickém jadre
elektronakceptorni tzn, Ze tidi substituci do polohy meta podstatné snizuji fluorescencni
intenzitu. Zatimco elektrodonorni skupiny, tj. substituenty, které¢ tidi substituci do polohy
ortho a para zvySuji G€innost RFI. Pfi adici substituentli karbonylovych, hydroxidovych,
alkooxidovych a amino- skupin dochdzi k posunu fluorescence k vys§im vinovym délkam.

SFES spektra jsou ¢asto snimana pfi nastaveni A1 = 18, 20, 55 a 80 nm, kdy nejcastéjsi byva
20 nm (Senesi 1990, Pullin 1995). V tomto ptipad¢ se sleduji chromofory které maji rozdil
mezi excitaci a emisi jen 20 nm.

Chen a kol. zjistili pfi SFS (A4 =20nm), ze dochazi vlivem pH ke zménadm RFI pika
v oblasti kolem 370-470 nm (cit.9%), coz odpovida nasim vysledkiim. Dale se studiem vlivu
pH na hodnotu intenzity RFI vzorkl fulvokyselin zabyval Senesi, kdy zjistil, Ze se vzriistajici
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hodnotou pH (4,5 az 10,0) pfi A4 =18 nm dochdzi k posuniim hlavnich piki smérem k vyS$im
vlnovym délkam (Senesi 1990). Ve studii Miano, Senesi3¢ byly zkoumany vzorky ptdnich
FA 1 HA metodou SFS pii riznych nastavenich A4 (12 az 90 nm) a byl sledovan vliv
koncentrace a pH pfi nastaveni A4 =18 nm na intenzitu a polohu hlavnich piki.

4.2 Studium fluorescence pidnich a lignitickych huminovych latek

4.2.1 Porovnani fluorescence vyluhii riznych typi pudnich huminovych litek se
standardem HA Elliot

V praci byla méfena SFS spektra tii ptidnich vzorkti huminovych latek a jednoho vzorku
standardu ptidni HA (Elliot Soil HA). Byly pfipraveny vzorky huminovych latek (HS), tedy
vyluhtt z Cernozemé& (lokalita Bratgice), Hnédozemé (Veverské Kninice), Pseudogleje
(Kamenicky) a vzorek standardu Elliot HA (IHSS). Vzorky ptd byly odebrany v hloubce 0—
25 cm. Vyluhy byly pfipraveny zalitim pidy smési 0,1 M pyrofosfore¢nanu sodného a 0,1 M
NaOH o hodnoté¢ pH 12,5. Vzorek standardu HA Elliot byl rozpustén v této smési
na koneé¢nou koncentraci 0,05 g dm . Analyza frakéniho sloZeni vzorkd piid byla provedena
na MZLU v B¢ a vysledky jsou uvedeny v nasledujici Tabulka 4. Vzorky vyluhii byly
meéteny od 300 po 600 nm s konstantnim vinovym rozdilem AA =20 nm pii napéti 845 V.
Jelikoz se jedna o vyluhy pid, tak obsahuji jak FA tak i HA, samoziejmé kromé standardu
Elliotu HA s kterymi byly tyto ptidni vzorky srovnavany. Z poméru intenzit dvou hlavnich
pikd pti vinovych délkach 487 a 502 nm byl vypocitan fluorescenéni index F (ls437/1502) . Déle
byl zjistén pomér HA/FA a humifikacni stupen, které slouzi pro posouzeni kvality humusu.
Kvalita humusu vzrlstd se zvySovanim obsahu HA, takZe podle tabulky je nejkvalitnéjsi
Cernozem (Bratgice).

Tabulka 4 Vysledky frakcniho sloZzeni vybranych pud, parametr kvality pudy (HA/FA),
stupen humifikace a fluorescencni index vyluhu huminovych latek.

Vzorek HA FA >HL HA/FA Stupei F
(Lokalita) | (mgkg™) | (mgkg™) | (mgkg™) humifikace
(%) (%) (%) )

Cernozem 4 1 5 4,0 17 1,14
(Bratcice) 17 5,5 22,2
Hnédozem 3 2 5 1,5 14,3 1,13
(V. Kninice) 14,3 9,5 23,8
Pseudoglej 10 6,5 16,5 1,5 274 0,99
(Kamenicky) 274 17,8 452

V SES grafu ( Obr. 10) byly sledovany hlavni a vedlejsi piky a také jejich rel. intenzity.
U vSech vzorkll bylo nalezeno 5 hlavnich spektralnich pika pti: 488, 502, 512, 471, 359.
Hlavni maximum bylo pozorovano pii vinové délce 488 nm u vSech zvolenych vzorkd.

Nejvyssi hodnotu relativni intenzity fluorescence mé¢l standard HA Elliot a nejnizsi
hodnotu relativni intenzity fluorescence jsme zaznamenaly u ¢ernozemé a hnédozemé. Tyto
dvé spektra cernozemé a hnédozemé maji ptiblizné stejny prubéh.
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Obr. 10 Synchronni spektrum vyluhu piidnich vzorkii HS.

4.2.1.1 Zaver

Po porovnani SFS spekter se standardem HA Elliot bylo zji§téno, Ze vSechny spektra maji
podobny pribeh. Spektra ¢ernozemé a hnédozemé se dokonce ¢astecné prekryvaji. Obsah FA
ve vyluzich pid ovliviluje emisni pik pfi 360 nm a rameno pii 420 nm diky pfitomnosti
jednoduchych fenolickych sloucenin. Nejvyssi RFI v maximu mél po standardu vzorek
Pseudoglej, tento vzorek tedy z ostatnich vybranych pid ma nejvice fluoroforni skupiny pfi
Aexc/Aem.: 468/488. U vSech vzorkdl jsou patrné dvé hlavni maxima pii Aexc/Aem: 468/488
(maximum 1) a pii Aexe/Aem: 482/502 (maximum 2), coz znaCi pfitomnost vysoce
kondenzovanych struktur a aromatickych kruhti. Vysoky obsah FA ve vzorku Pseudoglej
(17,8 %) koresponduje s vysokou hodnotou RFI pifi 360 nm. Byl vypocitan fluorescencni
index F pfi poméru relativnich intenzit u vinovych délek Is7/ls0,. Pokud by jsme méli
k dispozici vice vzorkli mohli bychom porovnat vysledky fluorescencnich indext s vysledky
frakcionace, nebo se zjisténym stupném humifikace. U Cernozemé Bratéice je tento pomér F
(1,14), Hnédozemé (1,13), Pseudogleje (0,99) a u Elliotu (1,08).
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4.2.2 Porovnani fluorescenéniho chovani pidni HA typu Cernozem a lignitické
HA.

V této &asti prace bylo ikolem porovnani huminové kyseliny izolované z piidy Cernozem a
lignitické HA pfi stejné koncentraci a hodnotd pH. Vzorek Cernozemé modalni pochazi
z lokality Brat€ice a ligniticky vzorek pochézi z lokality Mikul€ice. Koncentrace vzorkl byla
¢=0,05 gdm >, hodnota pH byla 13. Vzorky byly pfipraveny rozpu$ténim huminovych
kyselin v 0,5 M NaOH na koncentraci ¢=0,05gdm "~ a pH nebylo nikterak upravovéno,
pouze byla zméfena jeho hodnota. Jelikoz se jednd o vzorky izolované z odlisnych typu
matric huminovych latek, domnivali jsme, ze se vysledna spektra budou vyrazné liSit. To
znamend, ze maxima budou u vzorkl pozorovany v jinych oblastech. Vysledna SFS spektra
byla métena v oblasti od 200 do 600 nm pii A4 = 20 nm pfti (850 V) jsou uvedena na Obr.
11.
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Obr. 11 Synchronni spektrum HA lignitu a Cernozemé o stejné koncentraci ¢c=0,05 g dm™".

Z grafu je patrné, Ze vyssi intenzitu relativni fluorescence (RFI=9,708) méla HA izolovana
z Cernozemé. Pidni HA Cernozem a ligniticka HA mély stejné hlavni maximum pii vinové
délce emise 468 nm, cemuz odpovida excitace 448 nm pii delta AL = 20 nm. Dalsi piky, které
byly ve spektrech nalezeny jsou znazornény v nasledujici tabulce ( Tabulka 5).
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Tabulka 5 Piky pozorované ve spektru HA lignitu a cernozemé

Huminové kyseliny Pozorované piky pri
(Lokalita) vinové délce emise [nm]

¢ernozem (Bratcice) 468, 356, 450, 482, 500

lignit (Mikul&ice) 468, 359, 488, 501

4.2.2.1 Zaver

Domnénka, Ze se vysledna spektra budou vyrazné lisit se nepotvrdil. Rozdily v SFS
spektru byly pozorovany pouze v oblasti niz§ich vinovych délek (360 nm), kdy v této oblasti
u vzorku pidni HA je vyssi RFI nez u HA lignitické. Podle literatury Senesi a kol. (1991)
(cit.9) patfi tyto vzorky do druhé skupiny huminovych latek, kde byly specifikovany hlavni
excitacni piky pti 450, 465 a emisni maximum okolo 500-520 nm. Z toho miiZeme usuzovat,
7e i vzorky HA Cernozem a HA ligniticka do této skupiny patfi.

4.2.3 Charakterizace huminovych kyselin izolovanych z riiznych typi ¢ernozemi

Zamérem této prace bylo vyhodnoceni SFS spekter celkem 10 vzorkd cernozemi
izolovanych zlokalit Vysociny a Jizni Moravy (pokusné plochy MZLU). V tabulce
( Tabulka 6) je ptfehled méfenych vzork.

Byly navrzeny konkrétni vlnové délky, z jejichz hodnot relativnich intenzit fluorescence
byly vypocteny rizné fluorescenéni indexy. Celkem byly navrzeny tyto fluorescen¢ni indexy:
F=1100/I360, F=1470/I360, F =1165/I399. Jako nejoptimalnéjsi pomér vinovych délek byl vybran
pomér F=1470/I569. Prace smétovala k tomu, abychom navrhli metodu, jak 1ze pomoci méfeni
fluorescence urcit humifikacni stupenl. Tento humifikaéni stupen je jednim z kriterii kvality
huminovych latek. Bézné se urCuje z frakéniho slozeni (S#) vzorkti a dopocitava se. Pro

vypocet Sh plati:
Sh = _2HA (4)
C,. -100

org

Dale byl uren stupen humifikace Si* méfenim fluorescence ze SFS spekter pfi
(AA =20 nm). Nésledn¢ byla provedena korelace mezi fluorescenénim indexem vypocitanym
z poméru RFI pfi vinovych délkach (470/360 nm) a vypocitanym stupném humifikace Sh. Byl
nalezen vztah mezi obéma parametry (F a Sh) a navrZena rovnice pro vypocet stupné
humifikace z méfeni fluorescence (metodou SFS). Hodnota vypocitaného stupné humifikace
byla urfena znésledujici rovnice: Sh*= (0,83 —F)/0,02. VSechny zjisténé¢ fluorescencni
indexy a humifikacni stupné S#* jsou uvedeny v tabulce ( Tabulka 7).
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Tabulka 6 Tabulka mérenych piid a lokalit odbéru vzorkii

Seznam mérenych ¢ernozemi
. Cernozem modalni (Bofetice)
. Cernozem arenickd (Bfezi)
. cernozem phaeoic (Dubany)

1
2
3
4. ¢ernozem hnédozemni (Kasenec)

5. ¢ernozem modalni (Ostrozska Lhota)
6

7

8

. ¢ernozem modalni (Prace)

. ¢ernozem modalni (Syrovice)
. Cernozem modalni (Zelec)
9. cernozem modalni (Hrusovany)

10. ¢ernozem hnédozemni (Uncovice)

Meéteny byly vyluhy vzorkti Cernozemi ve smési 0,1 M NaOH a 0,1 M roztoku pyrofosfatu,
které byly pro méfeni desetkrat zfedény, hodnota pH byla 12. VSechna synchronni spektra
byla snimana pii A4 =20 nm a pii stejné hodnot¢ napécti 845 V (- Obr. 12).
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Obr. 12 SFS spektrum vzorkii vyluhii cernozemi o koncentraci 0,05 g dm>a hodnoté pH 12.

Na nésledujicim grafu ( Obr. 13) je uvedena zévislost fluorescencnich index
vypocitanych z poméru vinovych délek F=147¢/I560 na humifika¢nim stupni Sh. Mezi timto
fluorescenénim indexem a humifikaénim stupném Sk byla nalezena korelace s R* = 0,92 pro
osm vzorkll. Tato zavislost poslouzila k zjisténi humifika¢niho stupné Sh*, ktery byl
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vypocitan z rovnice regrese.
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Obr. 13 Zavislost fluorescencniho indexu F=1I1470/I350 na stupni humifikace u 8 vzorkii

cernozemi

Tabulka 7 Tabulka s uvedenym celkovym obsahem uhliku C,, a obsahu HA s
fluorescencnimi indexy a stupni humifikace pro 10 vzorkit cernozemi.

Vzorek Corg YHA Sh Sh* F F F

[%] | [mg/kg] | [%] | [%] | [ls70/ls60] | [Ta00/T360] | [Na65/L399]
1. 1,84 4,10 22,3 23 0,37 1,471 1,643
2. 1,51 2 13,2 14,5 0,54 1,343 1,257
3. 2,67 7.4 27,7 28 0,27 1,664 2,092
4. 2,12 6,0 28,3 29 0,25 1,933 1,943
5. 1,25 2.4 19,2 10,5 0,62 1,018 1,506
6. 1,45 33 22,6 19,5 0,44 1,444 1,564
7. 1,60 4.5 28,1 27,5 0,28 1,063 1,922
8. 1,64 3.9 23,8 22 0,39 1,455 1,639
9. 2,00 6,0 30 31,5 0,20 1,926 2,112
10. 1,30 3,5 26,9 19,5 0,44 1,388 0,497
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4.2.3.1 Zaver

Pii porovnani SFS spekter vyluhi huminovych latek z ¢ernozemi bylo ve vSech spektrech
identifikovano 5 hlavnich pikG pfi: Aexc/dem. 340/360, 450/470, 469/489, 482/502,
492/512 nm. Jako hlavni emisni maximum ve spektru byl nalezen pik s nejvyssi hodnotou
RFI pfi vinové délce 489 nm a ten byl nejintenzivnéjsi u vSech métenych vzorkl az na vzorek
Uncovice, ktery mél hodnotu maxima pfi niz§i vlnové délce 360 nm. Vzorek cernozemé
Dubany mél nejvyssi hodnotu RFI pii excitaci 469 nm a emisi pii 489 nm, to je zpisobeno
vysokym obsahem aromatickych slouc¢enin v molekule HA. Pfedpoklddand emisni vinova
délka vetsi nez 480 nm je spojovana s pritomnosti 5 a vice kondenzovanych aromatickych
kruh, jako indeno[1,2,3]pyrenu (Kumke a kol. 1995) (cit.?”). Hodnota humifika¢niho stupné
byla stfedni v rozmezi od 13,2-30 %. Nejvyssi stupen humifikace (vétsi nez 27 %) a vysokou
hodnotu RFI a zaroveil nizky fluorescencni index mély vzorky ¢ernozemi Dubany, KaSenec,
Hrusovany a Syrovice. Nejnizsi hodnota F indexu byla ur¢ena u vzorku ¢ernozemé Dubany,
ktery byl vyhodnocen jako nejkvalitnéjsi piida z méfenych vzorkl. Vysledky této prace byly
pouzity pro stanoveni humifikaéniho stupné a bylo zjisténo nasledné, Ze vysledky
vypocitaného fluorescencniho indexu koreluji s hodnotou humifika¢niho stupné uréeného
z frakcionace. Tato prace byla souc¢asti vyzkumného projektu FCH VUT a MZLU.

4.2.4 Porovnani synchronnich spekter HA, FA a vyluhu Kambizem Vatin a
standardu Elliot FA a HA.

Toto porovnani bylo provedeno z diivodu zjiSténi, jak se od sebe lisi spektra FA a HA
kyselin. Dale bylo cilem prace ptipravit vyluh (tedy smés HA a FA) a porovnat vysledky
fluorescence se samotnymi substancemi. Vysledky spekter HA a FA Kambizem byly
srovnany s vzorky standardi u nichz se ptedpokladala ptitomnost stejnych hlavnich pikd.

Vyluh Kambizemé Vatin byl pfipraven ve smési pyrofosfore¢nanu a hydroxidu sodného a
pro méfeni byl takto pfipraveny roztok desetkrat ziedén. Ostatni vzorky a standardy HA, FA
Elliot byly rozpustény v 0,5 M NaOH. Koncentrace vzorkil byla 0,05 g dm™. Synchronni
sken vSech péti vzorkd byl méten pii napéti 1000V, pii konstantnim rozdilu mezi excitaénim
a emisnim monochromatorem AA=40nm v rozsahu od 200 do 600 nm. V synchronnim
skenu je zaznamenana zavislost relativni intenzity fluorescence na vlnové délce (nm) v této
préaci na emisni vinové délce. Emisni vinova délka byla pii ménéna od 240 po 640 nm, jak je
vidét v nésledujicim obrazku ( Obr. 14).
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Obr. 14 Synchronni sken huminovych latek HA, FA, vyluhu Kambizem Vatin a standardii HA,
FA Elliot (AA =40 nm).

4.2.4.1 Zavér:

Z uvedeného synchronniho kombinovaného grafu bylo zjisténo, Ze standard Elliot FA a FA
Kambizem maji stejny pribéh spektra s maximem pii Aexe/Aem = 359/399 nm, tedy pii nizsi
vlnové délce nez huminové kyseliny HA Kambizem a standard HA Elliot. Pro FA je
charakteristické, ze hlavni fluorofor je pozorovan pii nizsich vinovych délkach (zpravidla pod
450 nm) nez u HA. V ptipad¢€ porovnani vysledki huminovych kyselin, byly zjistény rozdily
ve spektrech. Vzorek HA Kambizem vykazoval maximum intenzity fluorescence pfi Adexc/Aem.
428/468 a dalsi intenzivni pik pfi Aexc/Aem. = 319/359. Standard HA Elliot mél hlavni pik pii
vinovych délkach Aexe/Aem. = 467/507, podobné jako vyluh Kambizem. Dale bylo zjisténo, ze
vzorek vyluhu mél ve spektru celkem dva dominantni piky pii  Aexc/Aem. = 467/507 nm,
339/379 nm. Tato maxima odpovidaji obsahu jak FA tak i HA ve vzorku a proto SFS
spektrum obsahuje pik v kratkovinné (pfitomnost FA) 1 v dlouhovIinné oblasti ( pfitomnost
HA). Fluorescence FA je ddna predevsim piitomnosti relativné jednoduchych fenolickych
latek, zatimco fluorescence HA je zpiisobena pfitomnosti kojugovanych fenolickych skupin a
chinoidi 8.

Porovnanim synchronniho skenu s A4 =40 nm a synchronniho 3D skenu HA Kambizem
Vatin bylo zjisténo, ze emisni pik v 468 nm se shoduje s prvnim fluoroforem nalezenym v 3D
synchronnim spektru (viz kapitola 4.3.4) a i druhy intenzivni emisni pik 507 nm byl nalezen
ve vlnové oblasti druhého fluoroforu pii Aexc/Aem: (401/491-507) nm.
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4.3 Charakterizace hlavnich fluorofornich skupin metodou 3D SFS

4.3.1 Méreni lignitického huméatu 04/06 synchronni 3D metodou

Cilem méfeni synchronnim 3D skenem bylo nalézt a identifikovat hlavni piky, které se ve
vzorku vyskytuji. U 3D synchronni metody se jedna o zpracovani synchronnich spekter, které
se mé&fi pii rizném A4 , kdy se postupné méni hodnoty vinovych délek excitace a emise podle
vybraného rozdilu AA. Namétena data se pak zpracuji v Originu tak, ze se vynese zavislost
RFI na emisni vlnové délce a na rozdilu delta lambda. Vynesenim této zavislosti ziskame
emisni maxima a odeCtenim A4 ziskame také excitatni maxima. Tyto grafy se pak upravi do
formy vrstevnicového diagramu (viz. Obr. 15, Obr. 16), kde pak jsou vidét hlavni maxima
ktera odpovidaji hlavnim fluoroforim. Pfi postupném zvySovani A1 dochazi ke zménam
intenzity a poloh sledovanych piki.

Vzorek humétu byl rozpu§tén v miliQ vod& na kone¢nou koncentraci 0,05 g dm ™. 3D sken
byl sniman pfi napéti 850 V za postupného zvySovani konstantni vinové délky od AA =10 nm
do Al = 80 nm s krokem 5 nm. Na nasledujicich obrazcich je zobrazen tez spektra, tedy

zavislost intenzity na A4 a emisni vinové délce.
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Obr. 15 Vrstevnicovy 7tez synchronniho 3D spektra humatu 04/06 o koncentraci
¢ =0,05gdm™, poloha emisniho maxima v 467 nm.
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Obr. 16 Vrstevnicovy 7tez synchronniho 3D spektra humadtu 04/06 o koncentraci
c=005¢g dmi3, poloha emisniho maxima v502 nm .

Byly nalezeny dvé¢ hlavni skupiny fluoroforti a to od AA =10 do 30 nm s maximem
lokalizovanym pti 452/467 nm (Aexe/Aem.), dalsi pak od A4 =35 do 80 nm s hlavnim maximem
nalezenym pii 467/502 nm (Aexc/Aem.). Pak byla vynesena zavislost RFI na maximu emisni
vinové délky ( Obr. 17) z které je mozno vidét, ze ligniticky humat 04/06 obsahoval dva
fluorofory, které jsou znazornény odliSnymi barvami.

50



12 ~

10 -
S
87 o
-
= 61 @
[~
2
| [ |
4 - .
2,
0 T T T T 1
460 480 500 520 540 560

Aem [nm]|

Obr. 17 Zavislost RFI na maximu emisni vinové deélky [nm] u vzorku lignitického humatu
04/06.

4.3.1.1 Zaveér:

Jelikoz tento humat je stejného piivodu jako lignitickd huminovéa kyselina HAN, chtéli
jsme také porovnat jejich fluorescencni maxima zjisténd z SFS pii A4 = 20 nm s vysledky
zjisténymi metodou 3D SFS, kde by byly zhodnoceny vSechny vinové délky excitace a emise
v oblasti od 200 az 600 nm. Konstantni rozdil byl v métené oblasti ménén od A4 10 do 80 nm.
Pti porovnani vysledkli s metodou 2D bylo zjisténo, Ze tento fluorofor uréeny pii 469 nm
emisni vlnové délky a 449 nm excitaéni vlnové délky je totoZny s prvnim fluoroforem
uréenym z tohoto 3D SFS méfeni.

Zmeétené spektrum 3D SFS obsahovalo celkem dva hlavni fluorofory. Prvni fluorofor byl
nalezen v oblasti konstantni vlnové délky AL = 10 nm az do AL =30 nm pii Aexc/Aem = 438—
458/468. Druhy fluorofor byl nalezen pii AA=35nm az AA=80nm a to pfi
Aexc/Aem=467/502—547 nm. Prvni fluorofor mé nejvyssi intenzitu fluorescence pii A4 (15 nm),
je nejvice patrny a proto se nejlépe odecitd. Pokud chceme detekovat druhy fluorofor
nejoptimalngjsi je to pfi AA=35nm. Tyto hodnoty se s vybranym typem vzorku rizni.
Znamena to, ze pii meéfeni neznamého vzorku, je tfeba tuto odpovidajici hodnotu A4.
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4.3.2 Méreni standardu Elliotu FA II synchronni 3D metodou

Mgéteni bylo provedeno obdobnym zptisobem jako v kapitole 4.3.1. Ukolem tohoto méfeni

bylo zjistit hlavni piky vyskytujici se v 3D synchronnim spektru standardu FA Elliot.
Pii méfeni byla postupné zvySovana hodnota A4, coz zpusobi odkryti diive nerozliSenych
pikli v emisnim spektru a dochazi k zménam poloh piki a jejich hodnot RFI.
Synchronni sken byl sniman od 200 po 600 nm s postupnym zvySovanim A4 od 10 do 150 nm
s krokem 5 nm pfi napéti 900 V. U dvou-dimensiondlniho synchronniho skenu je vynesena
zavislost RFI na emisni vinové délce a tfi-dimensionalniho synchronniho skenu piedstavuje
zavislost RFI na emisni vinové délce a na rozdilu delta lambda (A4 ). Tyto grafy jsou
zpracovany v programu OriginPro 6.1. Takto vytvofena synchronni 3D spektra jsou
na znazornéna Obr. 18 s Al od 10 do 25 nm, Obr. 19 s Al od 30do 80 nma Obr. 19s Al
85 0 150 nm.
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Obr. 18 Vrstevnicovy diagram synchronniho 3D spektra standardu Elliot FA s prvnim
Sfluoroforem od AL 10 po 25 nm.
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Obr. 19 Vrstevnicovy diagram synchronniho 3D spektra standardu Elliot FA s druhym
fluoroforem pri AL 30 az 80 nm.
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Obr. 20 Vrstevnicovy diagram synchronniho 3D spektra standardu Elliot FA s tretim
Sfluoroforem od AA 85 do 150 nm.

53



Me¢tend spektra v rozsahu od A4 10 po 150 nm sebou pfinesla charakterizaci tii zcela
odlisnych fluoroforti, coz je patrné z uvedenych obrazki. Proto byly spektra rozdéleny do tii
ruznych vlnovych oblasti, které jsou -charakteristické jednim fluorofornim centrem.
Fluoroforni centrum je v obrazku znazornéno maximem o nejvyssi intenzité (Cervena oblast).
Prvni oblast pro nalezeni hlavniho fluoroforu byla vybrana od A4 10 do 25 nm a odpovidala
maximu pii Aexc/Aem. = 450/475. Druhé oblast od A4 30 do 80 nm obsahovalo maximum pfi
Aexc/Aem.=357/437 a treti oblast od A1l 85 po 150 nm méla maximum uréeno pfi
Aexc/Aem. = 359/454 nm. Ackoliv jsou v standardu Elliot FA pfitomny tii fluoroforni centra
zatazujeme je pouze do dvou skupin. Toto rozdéleni zndzoriiuje Obr. 21, kdy byla vynesena
zavislost RFI na emisni vinové délce.
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Obr. 21 Zavislost RFI na maximu emisni vinové délky standardu FA Elliotu.

4.3.2.1 Zaveér:

Ve spektru byly tedy nalezeny celkem dvé fluoroforni skupiny. Prvni fluorofor byl nalezen
pii A1 =10 nm az A4l =25 nm a to pii Aexe/Aem.: 450/460—475 a k této skupiné patii i fluorofor,
ktery je ve vinové oblasti od A4 85 nm do 150 nm pifi Aexc/Aem: 357/442-507. Ziskané
vysledky ze skenu A4 85 nm do 150 nm (fluorofor 357/442 nm) povazujeme za piesnéjsi nez
prvni sadu méfeni a vysledky jsou v souladu s literarnimi udaji (Senesi 1991) (cit.?).Druhy
fluorofor byl nalezen pfi AA=30nm az 80 nm a to okolo Aexc/Aem: 360/390—437. Prvni
fluorofor mél nejvyssi intenzitu fluorescence pii AA =25 nm a A4 = 80 nm. Druhy fluorofor
ma nejvyssi intenzitu pii AL =150 nm a tedy druhy fluorofor je nejlépe meftitelny pii tomto
konstantnim vInovém rozdilu.

Vzorek standardu Elliot Soil FA II byl objednan od spole¢nosti IHSS. Fluorescenéni

54



spektra tohoto a jinych standardii jsou popsana v praci Alberts a Takacs38, kde lokalizovali
dvé maxima. Maximum 1 pifi Aexc/Aem = 226/432, tedy v oblasti nizkych vinovych délek a
maximum 2 pii Aexe/Aem. = 322/434. Tyto piky byly ziskdny odliSnou metodou nez kterd, byla
pouzita v tomto experimentu a to z 3D excita¢né-emisniho spektra, kdy je narozdil od naseho
méteni misto zavislosti RFI na emisi a na A1 vynesena zavislost RFI na excitani a emisni
vlnové délce.

Porovnanim naSich vysledki a vysledkii Alberts bylo zjiSténo, Ze druhé nalezené
maximum Vv oblasti Aexe/Aem = 322/434 nm je piiblizné stejné s nasi hodnotou nalezeného
druhého emisniho maxima v 437 nm. Déle porovnanim vysledkl z tohoto 3D SFS s vysledky
SES vzorku fulvokyseliny Kambizem bylo zjisténo, ze oba vzorky obsahuji prvni pik pii
shodnych vinovych délkach excitace (359 nm).

4.3.3 Charakterizace hlavnich fluoroforii smési HA Cernozem a kompostu

Charakterizovana byla smés HA Cernozem a kompost. Vzorek ptdy je typu Cernozem
hnédozemni a kompost byl pfipraven z listi a travy, kdy lokalita odbéru byla Praha Ruzyné.
Stejné¢ jako u pfedeSlého méfeni bylo ukolem zjistit vSechny fluorofory, které se
vyskytuji v této smési, pfi¢emz hlavni maximum by mélo odpovidat HA Cernozem a druhé
vedlej$i maximum kompostu. Déle bylo zdmérem zjistit pii které A4 je vhodné méfit, tzn. pfi
které A4 byla nejvyssi intenzita hledaného fluoroforu. Na identifikaci hlavnich fluoroforti byla
pouzita metoda 3D synchronni fluorescencni spektroskopie s postupnym zvySovanim A4 od
I5nm do 150 nm s krokem 5nm. 3D spektrum pro tento vzorek nebylo zpracovano v
Originu, ale v programu Excel, kdy byly vybrany podle maxim fady synchronniho skenu
s riiznou hodnotou rozdilu A4.

Vzorek kompostu byl rozpuitén v 0,5 M NaOH na konenou koncentraci 0,05 g dm .
Synchronni sken byl sniméan p¥i napéti 800 V a nastaveni $térbin 8 nm. Rada naméfenych
spekter s riznou hodnotou A4 byla rozdé€lena do nasledujicich grafti (Obr. 22 a 23). Byly
nalezeny dvé¢ hlavni skupiny fluorofort. Obr. 22 obsahuje synchronni spektra od A4 30 do
150 nm a druhy graf (Obr. 23) obsahuje synchronni spektra s A4 od 15 nm do 25 nm .
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Obr. 22 Synchronni spektrum smési HA Cernozem a kompost ( prvni fluorofor).
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Obr. 23 Synchronni spektrum smési HA Cernozem a kompost (druhy fluorofor).
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Ze synchronni spekter byly pro jednotlivé A4 odeCteny polohy maximalnich piki
vyskytujicich se fluoroforti. SFS spektrum méfené v emisnim modu je vyjadieno zavislosti
relativni intenzity fluorescence RFI na emisni vinové délce a excitaci zjistime odectenim A4
od emisni vinové délky. Timto zpisobem byly pro jednotlivé skupiny fluoroforii odecteny
fluorescen¢ni maxima. Pro prvni skupinu fluorofort od A4 30 az 150 nm byla lokalizovéna
maxima v oblasti vinovych délek 466/526—550 (Aexc/Aem.). Pro druhou skupinu do niz patii
oblast od A4 15 az 25 s maximem lokalizovanym ve vlnové oblasti 485/505 (Aexc/Aem.)-

Aby bylo patrné, ze se ve spektru vyskytuji dvé skupiny fluoroforti, uvedla jsem
nasledujici  Obr. 24 na némZ je zndzorn€na zavislost relativni intenzity fluorescence
na konstantnim vlnovém rozdilu AL. Tyto dvé skupiny fluoroforu jsem od sebe odlisila dvéma
riznymi barvami.

3,5 T T T T T T T 1
10 30 50 70 90 110 130 150 170

A [nm]

Obr. 24 Zavislost relativni intenzity fluorescence na konstantni vinové délce A\ smési HA
Cernozem a kompostu Praha.

Jelikoz jsme z tohoto méteni nedokazali rozlisit jaké maximum patii ptidé a jaké smési
kompostu a pidy a protoZze nebyla k dispozici ¢ista HA z kompostu, bylo jest¢ dodate¢né
vyneseno synchronni spektrum téchto vzorkll samostatné pii A4 =20 nm. Z nasledujiciho
obrazku plyne ( Obr. 25), Ze nebyl nalezen rozdil mezi hlavnimi piky métenych vzorkd.
Hlavni pik obou vzorkli byl urcen pfi stejné vinové délce 488 nm, coz znamend, ze se
neprojevil v p¥ipadé tohoto typu méfeni vliv kompostu. Spektrum smési HA Cernozemé a
kompostu obsahovalo jesté dva piky, které byly pozorovany pti 450 a 470 nm.
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Obr. 25 Synchronni spektrum HA Cernozem a smési HA Cernozem a kompost pri
AL = 20 nm.

4.3.3.1 Zavér

Méifenim 3D synchronnich spekter jsme zjistili, Ze sm&s HA Cernozem a kompost Praha
obsahovala dv€ hlavni fluoroforni skupiny. Prvni byla nalezena v oblasti od A4 30 az 150 nm
a to pii Aexe/Aem.: 466—465/526-550 a druhé fluoroforni maximum v oblasti A4 od 15 do 25 nm
PT1 Aexc/Aem.: 485—490/505. Prvni fluorofor je nejoptimalnéjsi métit pii AL = 60 nm a druhy pfi
AL =25 nm, protoZe v této oblasti byly tyto fluorofory nejvyraznéjsi a nejlépe se odecitaly.

K charakterizaci fluorescen¢nich maxim 2D synchronnim skenem pii A4 =20 nm jsme
méli k dispozici pouze HA izolovanou z Cernozemé a HA izolovanou ze smési Cernozem a
kompost. Kdyby byl k dispozici vzorek HA izolovany z kompostu mohli bychom tyto vzorky
1épe porovnat a najit ptipadné rozdily. Méteni pfi zvoleném nastaveni mezi monochromatory
AA =20 nm neni optimalni pro rozliSeni téchto vzorkli a nebyl zjist€n vliv kompostu.
Z ruznych studii vime, ze HA izolované z kompostu maji maximum pii nizkych vinovych
délkach, coz dokazuje studie Pedry a kolektivu#4, ktefi sledovali vliv piidavku kompostu
k ptdam. M¢tili 3D EEM spektrum, kdy charakterizovali hlavni fluoroforni centrum pro HA
komunalniho kompostu pfi Aexc/Aem. VInovém paru 340/440 nm, zatimco HA u pudy Haplic
Podzol a Calcic Vertisol ur¢ili maximum pii vyssich vlnovych délkach a to pfi Aexc/Aem.:
440/513 nm a rameno pfi kratsi excitacni a emisni vlnové délce.

Prevaha fluorescen¢nich pikd a pasu s vysokou relativni intenzitou pfi kratSich vinovych
délkach naméfenych u komunalniho kompostu mulze byt zpisobena ptitomnosti
jednoduchych strukturalnich jednotek Siroké molekuldrni heterogenity a malé molekulové
hmotnosti, nizkého stupné aromatické polykondenzace a nizkého humifikacniho stupné.
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Podle Senesiho je zde uvedeno né¢kolik fluoroforu, které maji hlavni molekularni jednotky
prispivajici k fluorescenci vtomto rozsahu excitaéné—emisnich délek. Naptiklad je to
hydroxykumarin (320-343/415-475 nm), derivaty chromonu pfi Aexc/Aem VInovém paru (320-
346/409—490 nm), flavonu a isoflavonu pfi Aexc/Aem: 313—365/415—475 nm a dalsi. Naproti
tomu prevaha fluorescencnich pasu s vysokou relativni intenzitou pfi dlouhych vlnovych
délkach namétenych u HA pidd Haplic Podzol a piedevsim Calcic Vertisol je
pfisuzovana piitomnosti linedrné-kondensovanych siti aromatickych kruhli. Aplikace
komunalniho kompostu do pid zplsobila v excitacnim spektru mirné zvysSeni relativni
intensity fluorescence ramen a past pii kratSich vinovych délkach a mirné sniZeni excitacnich
a emisnich vlnovych délek hlavnich fluoroforu v (EEM), pouze o 2 nebo 3 nm
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4.3.4 Méreni HA Kambizemé Vatin synchronni 3D metodou

Stejné jako predchozi vzorky byla i HA Kambizemé Vatin charakterizovana synchronni
3D metodou. Byl piipraven vzorek o koncentraci 0,05 gdm™ a méfen pii napéti 800 V.
Me¢ftena spektra byla v rozsahu 200-600 nm a nastaveni A4 bylo ménéno od 10 do 150 nm.
Cilem prace bylo nalezeni hlavnich fluorofort vzorku HA Kambizem Vatin. Synchronnim
méfenim pii jednom nastaveni A4 = 20 nm nebylo tyto hlavni fluorofory mozné urcit. Nejprve
byla hledana optimalni hodnota AA. Ze ziskanych dat bylo zjiSténo, ze pii postupném
zvySovani AA dochdzi ke zménam poloh sledovanych pikli a také ke zménadm relativni
intenzity fluorescence. Ve vzorku HA Kambizem (Vatin) byly zjistény dvé hlavni fluoroforni
skupiny, které byly lokalizovany ve dvou 3D spekter ( Obr. 26, Obr. 27). Prvni 3D
synchronni spektrum bylo zaznamendno od AA 10 az 85nm spolohou maxima
lokalizovaného v 458/468 nm (Aexe/Aem.) @ druhé synchronni 3D spektrum je zobrazeno od A4
90 po 150 nm s polohou maxima pii 396/501 nm (Aexc/Aem.)-

0,24
0,4
0,7
2,7
3,8
5,6
8,5

10 20 30 40
delta lambda [nm]

Obr. 26 Vrstevnicovy rez synchronniho 3D spektra HA Kambizemé Vatin od AA = 10 do 85
nm s polohou maxima pri 458/468 (Jexc/Lem,).
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Obr. 27 Vrstevnicovy Fez synchronniho 3D spektra HA Kambizemé Vatin od AL = 90 do 150
nm s polohou maxima pri 396/501 (Jexc/em.)-

Pro ilustraci vybéru hodnot AL pro vrstevnicovy diagram byla sestrojena zavislosti RFI
na konstantnim vlnové délce emise ( Obr. 28). Z nasledujiciho grafu je patrnd ptitomnost
dvou fluorofornich skupin.
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Obr. 28 Zavislost RFI na maximu emisni vinové délky HA Kambizemé Vatin o koncentraci
0,05 ¢g dm™>.

Zavér:

Nalezené fluoroforni skupiny v 3D SFS spektru HA Kambizemé Vatin byly
v nasledujicich oblastech. Prvni skupina fluorofora byla lokalizovana v oblasti 458/467—468
(Aexc/2em) @ druhd skupina fluorofort v oblasti 357-401/491-507 (Aexc/Aem.). Nejvyssi
intenzitu fluorescence mélo emisni maximum pii A4 10 a 105 nm. Podle téchto vysledkl bylo
zjisténo, Ze optimalni hodnota A1 je pravé 10 a 105 nm. Pii téchto hodnotach je optimalni
meéfit 2D SFS spektra, z divodu nejvysSich intenzit hlavnich pika. Zjisténé prvni maximum
pti 458/468 (Aexc/Aem.) bylo podobné jako maximum nalezené u lignitického humatu 04/06
pii 452/467 nm (Aexe/Aem.). V piipad€ druhého maxima byla shodné pouze emisni vinova délka
pii 501 nm, zatimco excitacni vinova délka se jiz vyrazné lisila.
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5 ZAVER

Diplomova prace byla zamétfena na méteni fluorescence jak lignitickych tak i pidnich
huminovych latek. Vysledky fluorescencnich spekter vzorkti byly porovnany se standardy
IHSS (FA Elliot a HA Elliot). Pidni vzorky HA, FA byly izolovany z pldnich typt:
¢ernozem, hnédozem, pseudoglej, kambizem. Hlavnim zdmérem préce bylo rozliSeni hlavnich
pikli synchronni metodou. V této praci byla zvolena metoda synchronni fluorescenéni
spektroskopie (SFS) a metoda 3D synchronni spektroskopie (3D SFS). SFS metoda je
zalozena na méfeni pfi jednom zvoleném rozdilu vlnovych délek mezi monochromatory a
proto lze pozorovat jen fluorofory které maji mezi excitaci a emisi tento zvoleny interval
(napt. AL =20 nm). Proto byla k charakterizaci hlavnich pfitomnych fluoroforti v HS zvolena
nasledné 1 metoda 3D SFS, ktera je zalozena na zpracovani synchronnich spekter, kterd se
méfi pfi rizném nastaveni AL. Naméfend data se nasledné zpracuji do matice a vytvoii se
prostorovy graf (napi. v programu Origin), kde je vynesena zavislost relativni intenzity
fluorescence na emisni vinové délce (v naSem piipad€) a na rozdilu AL. Z vytvofenych 3D
spekter je nasledné vytvoten fez spektra, ktery je v této praci uveden. Pi1 méfeni 3D SFS je
postupné zvySovana hodnota intervalu A1 mezi excitatnim a emisnim monochromatorem,
coz zpusobi odkryti diive nerozliSenych pikti. Ve 2D SFS spektrech huminovych latek se
nachazi piky a pasy emisnich (nebo excitacnich maxim) podle zvoleného modu méteni, které
odpovidaji ptitomnosti vice fluoroforti v zavislosti na pouzitém nastaveni AA. To je v souladu
s tvrzenim, Ze HS jsou smési latek.

Z prvnich experimenti bylo zjiSténo, ze optimalni hodnota koncentrace pro vzorky
lignitickych huminovych kyselin pro méfeni fluorescence je 0,05 g dm . V piipadé méfeni
vzorkl pidnich huminovych latek byla zvolena stejna koncentrace.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny hodnoty nalezenych maxim jednotlivych vzorki
pomoci dvou metod méteni fluorescence ( Tabulka 8, Tabulka 9).

Tabulka 8 Souhrnna tabulka polohy fluorescencnich maxim pri AA =20 nm.

SFS AL =20 nm

Maximum 1 | Maximum 2
Nazev vzorku (Mexc./Aem.) (Mexc./Aem.)
humat 22/11 448/468 468/488
ligniticka HAN 448/468 468/488
vyluh HS Cernozem (Brat¢ice) 468/488 482/502
vyluh HS Pseudoglej 468/488 482/502
(Kamenicky)
vyluh HS Hnédozem (Veverské 468/488 482/502
Kninice)
HA Cernozem (Brattice) 448/468
Vyluhy z ptd typu ¢ernozem 469/489 482/502
(Vysocina a JiZni Morava)
Cernozem hnédozemni (Praha) 468/488
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Tabulka 9 Souhrnna tabulka poloh 3D SFS maxim a SFS maxim pri AL = 20 a 40 nm.

3D SFS 2D SFS 2D SFS
AL=20 [nm] | AL=40 [nm]
Maximum 1 | Maximum 2 Maximum 1 | Maximum 1

Nazev vzorku (Aexe./hem.) (hexc/Aem.) (Aexc./hem.) (Aexc./hem.)
humat 04/06 452/467 467/502 448/468
HA Kambizem 458/468 396/501 428/468
Elliot HA 468/488 467/507
FA Kambizem 359/399
Elliot FA 357/437 450/475 359/399
smés HA 466/526-550 485/505
Cernozem a
kompost (Praha)

Z uvedenych vysledkti 2D SFS poloh hlavnich pikti plyne, zZe chovani vSech sledovanych
pudnich huminovych kyselin je podobné, to znamena, Ze byla nalezena maxima pii stejnych
vinovych délkach emise. Predpoklada se, ze vzorky HA obsahuji vice aromatické latky a
proto fluoreskuji pti vysSich vinovych délkach nez fulvokyseliny. V ptipadé vzorka FA, které
mély maxima pii nizSich vinovych délkach se predpoklada, ze obsahuji jednoduché fenolické
latky. ProtoZe spektra 2D SFS obsahuji vétsi pocet pikli, nez emisni spektra bylo cilem této
prace najit hlavni fluorofory pfitomné ve vybranych vzorcich metodou 3D SFS.

V této casti prace bylo zjiSténo, ze nalezené hlavni fluorofory studovanych huminovych
latek odpovidaji literarnim idajiim Alberts a Takacs (2004)38.

U prvnich dvou vzorki, tedy u lignitického humatu 04/06 a HA Kambizemé byl nalezen
hlavni pik pfi vlnovych délkach excitace/emise ~ 450/470 nm. Zatimco pii porovnani jejich
druhého maxima doSlo k vyraznému posunu piku v oblasti excitace. Tyto zmény byly
pozorovany jen u tohoto piku. V pripadé vzorku Elliot HA nebylo 3D SFS méfeno. Tento
vzorek vSak ma podle literatury hlavni fluorofor pii stejné vinové délce excitace 467 nm jako
vysledek pii méfeni 2D SFS. Hodnota pozice piku pti emisni vinové délce je posunuta k vyssi
vlnové délce (534 nm) 38.

Pokud porovname vysledky 3D SFS a SFS vzorku fulvokyseliny Kambizem se standardem
FA, pak lze konstatovat, Ze byl nalezen prvni pik pfi shodnych vlnovych délkach excitace.

Z vysledkt 3D SFS vzorku smés HA Cernozem a kompost byly lokalizovany dva
fluorofory pfi excitaci ~ 466—465/526—550 nm a 485/505 nm. Vliv kompostu na posun pika
nebyl ovéfen, protoze nebyl k dispozici samotny kompost.

V préaci byly shrnuty vysledky méfeni fluorescence vyluhti ptidnich vzorkl ¢ernozemi, kde
devét vzorkt z deseti mélo stejnou hodnotu emisniho maxima pti 489 nm. U vSech vzorkl byl
vypocitan fluorescencni a humifika¢ni index mezi nimiZ byla nalezena korelace pro osm
vzorkl.
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6

SEZNAM SYMBOLU

HA — huminova kyselina

FA — fulvokyselina

2D SFS — dvou-dimensionalni synchronni fluorescencni spektroskopie

3D SFS — tfi-dimensionalni synchronni fluorescen¢ni spektroskopie

RFI — relativni intenzitza fluorescence

SHA — ptdni huminova kyselina

LHA - lignitickd huminova kyselina

A/ — konstantni vinovy rozdil mezi excitaénim a emisnim monochromatorem
7,6 — typy elektront

F — fluorescen¢ni index

I, — synchronni fluorescenc¢ni intenzita
¢, — kvantova ucinnost

¢ —molarni koncentrace

& —molarni absorpcni koeficient

Aem. — emisni vlnova délka

Jexe. — €Xxcitaéni vinova délka
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