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ABSTRAKT

Diplomova prace je vénovana studiu lignitickych huminovych kyselin.

Literarni reSersi lze rozdélit do tii ¢asti. Prvni odpovida obecné charakterizaci huminovych
latek s uzsim zamétfenim na huminové kyseliny. Shrnuje jejich vyskyt, slozeni, strukturu a
vyuziti. Druhou ¢ast tvoii kompilace doposud publikovanych monografii a védeckych ¢lankd,
které se zabyvaji rozd€lenim heterogennich huminovych kyselin na uz8i frakce se
specifictéjSimi vlastnostmi. Posledni ¢ast se zamétuje na rozpustnost huminovych kyselin.
Podobné je 1 dé€leni experimentalni ¢asti prace. K frakcionaci huminovych kyselin byla
pouzita metoda postupné frakcionace podle pH. Ziskané frakce byly charakterizovany
zejména pomoci UV/VIS a FT-IR spektroskopie. Byl u nich stanoven obsah popela a obsah
karboxylovych skupin. VSechny frakce ziskané postupnou frakcionaci a navic nckteré
rozpustné frakce ziskané ptimou frakcionaci byly nasledné¢ zkoumany z pohledu rozpustnosti
a jejich chovani ve vodném prostiedi.

Ramcem celé diplomové prace je porovnani obou metod, tedy metody pfimé frakcionace s
metodou postupné frakcionace.

ABSTRACT

The diploma thesis deals with lignitic humic acids.

Bibliographic search can be divided into three parts. The aim of the first part is
characterization of humic substances, presence, composition, structure and exploitation
especially of humic acids. The second part describes a division of heterogeneous mixture of
humic acids into closed fractions with more specific properties. The final part is a study of
solubility of humic acids.

The experimental part of the diploma thesis is structured similarly. In this work, a gradual
fractionation with pH is used. Obtained fractions were characterized by UV/VIS and FT-IR
spectroscopy. We assessed the portion of ash and carboxyl groups have been identified.
Subsequently, all fractions extracted by gradual fractionation as well as some soluble fractions
obtained by direct fractionation have been analyzed in view of solubility and their behaviour
in water environment.

Both used methods were compared.

KLICOVA SLOVA

huminova kyselina, frakcionace, pH, rozpustnost
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humic acid, fractionation, pH, solubility
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1 UVOD

Huminové latky piedstavuji Sirokou skupinu organickych sloucenin, které vznikaji postupnym
rozkladem Zivych organismt. PiestoZze obsahuji mnohondsobné vice organického uhliku nez
nalézdme v zivych organizmech, nase informace o nich nejsou zdaleka tak rozsahlé. Jsou to
slouCeniny s doposud nedocenénym vyznamem, které si zasluhuji mnohem podrobnéjsi
zkoumani, jezZ by mohlo napomoci oziejmit spoustu diillezitych mechanismt, kterych se tyto
latky ucastni. Kvili jejich Sirokému spektru vlastnosti, vyplyvajicich ze slozité struktury, se
ukazuje jako velmi vyhodnd jejich frakcionace na jednotlivé frakce se specifictéjSimi
vlastnostmi. Pravé moznostmi takovéhoto déleni se zabyva predkladana prace.

Huminové kyseliny jsou vzhledem ke svym unikatnim vlastnostem neustile piedmétem
vyzkumu mnoha pracovist. Pro jejich studium se pouzivaji riizné metody. Témi
nejrozsifenéjSimi jsou kapalinova chromatografie, hmotnostni chromatografie, EPR, UV/VIS,
FT-IR, CP-MAS, >C-NMR a fluorescenéni spektroskopie. Kazda z t&chto technik poskytuje
jiny thel pohledu na problematiku huminovych latek. Celkovy obraz jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti pak 1ze vytvofit na zakladé kombinace téchto technik.

V této praci byly pouzity huminové kyseliny izolované z jihomoravského lignitu (lokalita
Mikul¢ice) metodou alkalické extrakce. Postupnou frakcionaci byly ziskany frakce, které byly
nasledn¢ charakterizovany pomoci FT-IR a UV/VIS spektroskopie. Taktéz byla sledovana
jejich rozpustnost ve vodném prostiedi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Huminové latky
2.1.1 Uvod

Studium huminovych latek se v posledni dobé stava velmi zddanym tématem fady
probihajicich vyzkumil. Huminové latky jsou velice aktivni v riznych procesech spojenych
s ochranou zivotniho prostiedi, podili se na obnové zemédélské pudy, zapojuji se také do
procesu samocisténi vod, posiluji Zivotaschopnost organismi, odzbrojuji a nic¢i infekcni
patogeny.

Roku 1981 byla zaloZena mezindrodni asociace pro huminové latky (IHSS), aby sjednotila
védce mnoha oborll se zdjmem o huminové latky. Mezi hlavni cile IHSS patii sbirdni
standardizovanych vzorkli huminovych a fuvinovych kyselin z lignitu, sladkych vod a pidy, a
poskytovani referencnich vzorki pro tcely vyzkumu.

2.1.2 Vyskyt huminovych latek

Huminové latky (HL) jsou pravdépodobné nejrozsifenéjsi ptirodni organické slouceniny na
zemském povrchu [1]. Pfitomnost téchto latek v ptidé byla dokazana dokonce 1 na Antarktidé,
kde probiha proces humifikace vinou extrémnich klimatickych podminek zcela odlisné
ve srovnani s ostatnimi kontinenty [2].

Huminové latky jsou latky pfirodniho charakteru stale patfici mezi nepfili§ prostudovana
chemicka individua. Jako dulezitd slozka pudy vznikaji tyto latky chemickym a biologickym
rozkladem organickych, ptevdzné rostlinnych, ale taktéz Zivocisnych zbytkti. Nemalou roli
v procesu vzniku hraje nasledna syntetickd c¢innost mikroorganismi [8], [52]. HL jsou
dilezitym zdrojem organického uhliku v plidnim i vodnim prostiedi [53]. Celkovy obsah
uhliku ve formé& huminovych latek na Zemi je 60-10''t, coz vice jak 8krat prevysuje
obsah uhliku v Zivych organismech [3].

Huminové latky hraji klicovou tlohu v pfirod€, protoze pftispivaji k ristu rostlin, jsou
zodpovédné za strukturu a fyzikalné-chemické vlastnosti pidy a taktéz jsou spojeny
s vétSinou povrchovych jevl, které nastavaji v ptidé.[4]

Obsah huminovych latek v pfirodé je kolisavy. Vyskytuji se pfedevS§im v sedimentech,
zeminach, raseling, splaskovych vodach, hnédém i cerném uhli ¢i lignitu. Jsou soucasti vSech
typtl pid. Jejich koncentrace zavisi pfedev§sim na klimatickych podminkach, ale také na
zpusobu obdélavani a pritomnych rostlinnych spolecenstvech. V jilovitych ptidach je obsah
nepatrny, v béznych pidach v fadu jednotek procent, zatimco v matricich tvofenych hnédym
uhlim ¢i lignitem jde az do desitek procent. Vysoky obsah (Casto 80 % a vice) je zaznamenan
napft. v raseling. [5]

2.1.3 Déleni huminovych latek

Pti klasifikaci huminovych latek vychdzime velmi ¢asto zriizné rozpustnosti huminovych
latek ve vodném prostiedi o rizné hodnoté pH. Huminové latky pak délime do tfi frakci:

o fulvinové kyseliny (FK), frakce rozpustna ve vodném prostiedi pii jakékoliv hodnoté¢
pH, rozpustnd v zasadach i kyselindch. Zistavaji v roztoku po oddéleni huminové
kyseliny okyselenim. Fulvinové kyseliny jsou svétle zluté az Zlutohnédé barvy,



o huminové kyseliny (HK), frakce rozpustna ve ziedénych alkalickych roztocich, po
okyseleni zésaditého extraktu se vysrdzi. Jsou hlavni extrahovatelnou slozkou
huminovych latek. Jsou tmavohnédé az Sedé barvy,

e huminy (HU), nerozpustné pii zadné hodnoté pH, jsou ¢erné barvy.

Podle tohoto rozdéleni mohou byt odliSnosti mezi huminovymi a fulvinovymi kyselinami
vysvétleny na zdklad¢ jinych molekuldrnich hmotnosti, stupni polymerizace a také poctu
funkénich skupin zabudovanych v molekule.

Jednotlivé frakce se 1isi barvou, piesto je jejich chemicka struktura velmi podobna. Zména
nckterych vlastnosti v zavislosti na zméné barvy, tedy 1 druhu huminové latky je patrné
z obrazku (Obrazek 1).

Analyza fulvinovych a huminovych kyselin ukazuje nasledujici rozdily mezi t€mito latkami:
e huminové kyseliny maji vétsi molekulovou hmotnost nez fulvinové kyseliny,
e huminové kyseliny obsahuji méné COOH skupin, jsou tedy méné kyselé nez fulvinové
kyseliny,
huminové kyseliny obsahuji vice C, ale méné O nez fulvinové kyseliny,
huminové kyseliny obsahuji vice H, N a S nez fulvinové kyseliny,
huminové kyseliny maji vyssi obsah chinoidni C=0 skupiny,
fulvinové kyseliny jsou bohatsi na fenolickou OH skupinu a C=0 véazanou v ketonu.

Dalsim vyznamnym rozdilem je to, ze u FK se prakticky vSechen vazany kyslik vyskytuje
ve funkénich skupinach, zatimco u HK je vyrazny podil kysliku soucasti hlavniho jadra
molekuly (soucast hlavniho fetézce v podob¢ esterovych nebo etherovych vazeb) [6]. Ostra
hranice mezi stanovenim huminovych kyselin a fulvokyselin z divodii riizného stupné
disperzity téchto latek, kterd se projevuje riznou rozpustnosti ve vodé a hodnotou disociacni
konstanty vSak neexistuje.[7]

2.1.4 Struktura a sloZeni huminovych latek

Existence huminovych latek je znama jiz po nckolik stoleti, avSak znalosti o jejich struktuie
patii stale do oblasti ne pfili§ probadané. Huminové latky jakozto heterogenni smés latek neni
mozné popsat jednim strukturnim vzorcem. Ziejm¢ prvni néavrhy struktury huminovych
kyselin byly pfedloZeny témét soucasné Stevensonem v roce 1972 a Harworthem v roce 1973
[5]. Na obrazku (Obrazek 3) je znazornéna pozd¢jsi hypoteticka struktura huminové kyseliny
podle Stevensona.[5]

Informace o strukturnim slozeni huminovych latek je nezbytna pro pochopeni jejich moznych
fyzikéalné-chemickych interakci s latkami pfitomnymi v zivotnim prostredi.

V literatufe je popsano nékolik teorii struktury huminovych latek. Podle té doposud
nejrozsifenéjsi byly huminové latky povazovany za vysoce polydisperzni heterogenni
molekuly o vysoké molekulové hmotnosti. Polydisperzita huminovych latek znamena, ze jsou
huminové latky tvofeny smési polymerti o odliSné molekulové hmotnosti. Tyto polymery
ovliviiyjicim prostorovou konformaci jsou koncentrace huminovych latek, iontova sila a pH
prostiedi rozpoustédla. Pti nizsich koncentracich, slabych iontovych silach a neutralnim pH se
chovaji jako linedrni koloidy, zatimco pii vysokych koncentracich, vyssich iontovych silach a
nizkych hodnotach pH zaujmou globuldrni konformaci. [8] [9]
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Obrazek 1: Huminové latky a jejich viastnosti

Pozd¢jsi vysledky zalozené na gelové chromatografii (SEC) vedly Piccola k zavedeni nového
modelu, ktery problematiku struktury téchto latek popisuje zcela novym zptsobem. Podle néj
je velka molekulova hmotnost pouze zdanlivd. Huminové latky vytvaii asociaty relativné
malych heterogennich molekul, stabilizovanych v systému pfedevsim slabymi chemickymi
interakcemi. Tyto vazby mohou byt reversibilné naruseny napi. ptisobenim mineralni nebo
monokarboxylové kyseliny (kyselina mravenci, octova, propionova a maselnd). Molekulové
hmotnost huminovych latek v téchto utvarech se pohybuje jen do 1000 Da. [3] [10] [11] [22]
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&
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Obrazek 2: Koncepce struktury huminovych latek navrhnuta Simpsonem (2002). Jednotlivé
nizkomolekularni komponenty asociuji v pritomnosti kovii za vzniku agregatii
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Studie huminovych latek pomoci NMR potvrzuje existenci makromolekularnich agregat
slozenych z velkého mnoZzstvi nizkomolekularnich organickych komponentt (<2000 Da) jako
jsou alifatické kyseliny, ethery, estery, alkoholy, aromatické fragmenty ligninu,
polysacharidy, polypeptidy. Tyto jsou k sobé poutdny celou fadou interakci. Navrhnuté
schéma supramolekularni struktury je pfedlozeno na obrazku (Obrazek 2). [3] [11]

Struktura HL je nicméné natolik unikatni a nejednotna, Ze podle mnohych autord
pravdépodobné neexistuji dvé molekuly huminovych latek, které by byly totozné a pokud
existuji tak jich je velmi malo [4]. Jelikoz je pomémé snadné identifikovat aromatické
struktury, alifatické ftetézce, uhlovodiky, volné radikaly, peptidické vazby ¢i chinoidni
struktury, byvaji proto huminové latky velmi Casto charakterizovany statisticky pies
procentuelni zastoupeni jednotlivych entit. V tabulce (Tabulka I) je srovndno zastoupeni
nékterych funkénich skupin v huminovych a fulvinovych kyselinach podle Schnitzera [11].

Tabulka I: Obsah funkénich skupin (meq-g™) v huminovych a fulvinovych kyselindch [11]

funk¢ni skupina HK FK
kyselé skupiny, celkove 5,6-8,9 6,4—14,2
karboxylova 1,5-5,7 5,2-11,2
fenolova OH 2,1-5,7 0,3-5,7
alkoholova OH 0,2-4,9 2,6-9,5
chinoidni/keto C=0 0,1-5,6 0,3-3,1
metoxy OCHj3 0,3-0,8 0,3-1,2

Huminové kyseliny a fulvokyseliny jsou latky o velkém rozsahu molekulovych
hmotnosti (2000200 000 g'mol™). Zakladni strukturni jednotkou je aromatické jadro, které
muze obsahovat kyslikaté a dusikaté heterocykly. Na toto jadro navazuji fetézce alifatického
charakteru s bohatym obsahem raznych funk¢nich skupin. Tvarova slozitost je déna tim, Ze
mezi molekulami dochazi k trojrozmérnému zesitovani. [12]

HC=0

(sugar) (HC-OH),

LT

R \‘O\ - -

TOOH Hooc— /| o "/\]/\N’

R

HO- e HO\I’%\E\ “TO HN. R
Cr Y ooy S
“‘T OH o) H? O
COOH (peptide)

Obrazek 3: Predpokladana struktura huminové kyseliny podle Stevensona (1982),; R miize byt
alkyl, aryl nebo aralkyl [8]
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2.2 Huminové kyseliny

2.2.1 Vlastnosti huminovych kyselin

Huminové kyseliny reprezentuji spole¢né s fulvinovymi kyselinami a huminy tfi zakladni
organické hmoty, protoze na rozdil od fulvinovych kyselin a humint, které se podili asi 8 %
na celkovém kolob&hu uhliku, podil huminovych kyselin je az 16 %. [13]

Rozmanité struktura huminovych kyselin, liSicich se v zavislosti na misté ptivodu, nalezisti,
ale 1 zptsobu izolace a dobé odbéru vzorku a obsah velmi rtiznorodych funkénich skupin €ini
tyto latky velmi vdécnym studijnim materidlem pro celou fadu védeckych pracovist, ale
Huminové kyseliny jsou nejucinngjsi slozkou humusu, maji vysokou sorpcni schopnost,
hydrofilni charakter a proto jsou schopné vazat a zadrZzovat velké mnozstvi H,O.[11]
Huminové kyseliny maji schopnost sorbovat tézké kovy vytvarenim komplexti s funkénimi
skupinami (-COOH, C=0O, —OH) vazanymi na povrchu huminovych kyselin. Huminové
kyseliny se chovaji jako zivy organismus a za vhodnych podminek méni svou strukturu.
Tento cyklus pfemény struktury je dillezitou soucésti ptidotvornych procesu. [7]

Velké mnozstvi pritomnych funkénich skupin spolu s polymerni povahou a relativné vysokou
chemickou stabilitou vytvareji zna¢ny potencidl k jejich praktickému vyuziti. Prvkové sloZzeni
huminovych kyselin je proménlivé, coz je patrno z tabulky (Tabulka II), kde je uvedeno
procentuelni zastoupeni nékterych prvkl, uddvané riznymi autory.[4]

Hlavnim zdrojem huminovych kyselin je uhli, dominantni produkt zuheliiovani rostlinnych
zbytkl. Nicméné lignit pfedstavuje vhodnéjsi formu. Bylo potvrzeno, ze lignitické huminové
kyseliny si svymi vlastnostmi nic nezadaji s huminovymi kyselinami obsazenymi
v nejkvalitnéjSich typech pld jako je Cernozem. Jeho dal$i nespornou vyhodou je vysoky
obsah ve srovnani s pidnimi huminovymi kyselinami. Podil organického uhliku v lignitu je az
25krat vyssi nez v ¢ernozemich, coz vyraznym zpisobem zefektiviluje izolaci téchto latek.
Koncentrace huminovych kyselin v lignitu se pohybuje v rozmezi 30-90 % v zavislosti na
misté pavodu.[15] [21]

Tabulka I1: Obsah biogennich prvkii v huminovych kyselinach v hmotnostnich procentech [4]

autor hmot. [%]

uhlik vodik kyslik dusik
Alexandrova 52-62 2,8-5,8 31-39 1,7-4.9
Feldbeck 54 5 37 4
Konovova 52-65 2,0-5,5 30-33 3,5-5,5
Steelink 53,8-58,7 3,2-6,2 32,8-38,2 0,8-4,3

2.2.2 Struktura a sloZeni huminovych kyselin

Chemicka podstata huminovych kyselin neni doposud zcela objasnéna. Jedna se o slozitou
smés molekul s riznymi funkénimi skupinami, které se 1isi svou strukturou a molekulovou
hmotnosti. Vzhledem ke koloidni povaze se nedafi zjistit jejich piesnou konstituci.
Predpoklada se, ze molekuly huminovych kyselin vznikly polymeraci nebo kondenzaci
zékladnich aromatickych jednotek, tvofenych pétiClennymi nebo Sesticlennymi kruhy,
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spojenymi mustkovymi vazbami nejCastéji pres kyslik, ale mohou byt tvofeny i1 skupinami
—S—, -NH—, —CH,.

K jadrim jsou pfipojeny rtizné funkéni skupiny, podle jejichz chemické povahy se od sebe
odlisuji jednotlivé typy huminovych kyselin. Mezi zastoupené funkéni skupiny patii: —OH,
—COOH, —CHj3, —OCH3s, —=SOsH, —PO3H,, -NH—, —NH3, a —N=.

K nejzndméjsim modeliim stavby jadra huminovych kyselin patii kromé jinych Draguntv,
Rakovského, Flaigtiv a Felbeckiv model.[11]

Kysely charakter huminovych kyselin a tim i schopnost vymény kationt zavisi od ptitomnosti
—COOH skupin a v mens$i mife 1 od alkoholovych a fenolovych —OH skupin. Koncentrace
—COOH skupin v huminovych kyselinach neni oproti fulvinovym kyselinam az tak vysoka a
klesa srostouci molekulovou hmotnosti s vyjimkou —COOH skupin v ortho poloze
k fenolické skupiné, jejiz obsah s rostouci velikosti molekuly vzrista. Velikost makromolekul
HK je proménliva a do jisté miry zavislad na pH a iontové¢ sile roztoku, ve kterém se nachazi.
Karboxylové a hydroxylové funkéni skupiny jsou pfi¢inou zdporného naboje huminovych
kyselin. V roztoku o vysoké hodnot¢ pH nebo naopak nizké iontové sile se natahuji v
disledku tzv. intramolekularnich repulzi mezi jednotlivymi zapornymi skupinami molekuly a
soucasn¢ zde pusobi i1 intramolekularni repulze mezi zdpornymi skupinami sousednich
molekul. Pokud je iontovéd sila roztokli vysoka nebo pH menSi nez sedm, staci se
makromolekuly huminovych kyselin do klubek a vytvari shluky. To vysvétluje proc se
huminové kyseliny na rozdil od kyselejsich a tedy i zdpornéjSich fulvinovych kyselin
v kyselém prostiedi vysrazi. [4]

Obsah huminovych kyselin byva nejvétsi v prirodné¢ oxidovanych derivatech lignitu
(napft. leonardite) vzniklych zvétravanim. A pravé kvali zvySeni obsahu kyslikatych
funk¢nich skupin jsou provadény procesy sméfujici k syntetickému okyslicovani dalSich
béznych typi geologicky mladSiho uhli. Tyto jsou rozpustnéjsi ve vodnych roztocich. [45]

2.2.3 Aplikace

Humus predstavuje jeden znejvétSich rezervoarti uhliku na Zemi. Industridlni aplikace
humusu a produkti zhumusu odvozenych byla doposud spiSe vyjimecnd. Rozmanitd
struktura huminovych kyselin a také obsah rGznorodych funkénich skupin vSak zcela
nepochybné tadi tyto slouceniny k latkdm s vysokym potencidlem vyuZitelnym v budoucnu.
Huminové kyseliny oplyvaji celou fadou velmi zajimavych vlastnosti, které jsou zkoumany
mnoha védeckymi pracoviSti. Jednd se zejména o vlastnosti koloidni, spektralni,
elektrochemické, iontové vyménné a sorpéni. [2] [12]

Nyni lze aplikaci huminovych kyselin rozdélit do ¢ty hlavnich kategorii, kterymi jsou
zemé&dé€lstvi, primysl, ochrana zivotniho prostfedi a farmakologie.

2.2.3.1 Zemédélstvi

JiZ brzy po jejich objeveni bylo znamo, Ze jsou huminové kyseliny zakladnim a esencialnim
prvkem pud vyuzitelnym pro zeméd¢lstvi. I dnes jsou stdle huminové kyseliny pfedmétem
z4jmu mnoha vyzkumi spjatych se zemédélstvim, kde nachédzi uplatnéni naptiklad jako
pfisada hnojiv (pozitivni vliv huminovych sloucenin na strukturu ptdy, obsah zivin a
zadrzovani vody v pid€) nebo jako krmivo pro hospodéiska zvifata. Zde se vyuziva jejich
baktericidni schopnosti a ptiznivého ucinku na optimalizaci pH v travicim traktu zvirat. [54]
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2.2.3.2 Primysl

Stale castéji vSak HK nachdzi uplatnéni i v riznych odvétvich primyslu. Naptiklad ve
stavebnictvi 1ze vlastnosti huminovych kyselin s Gspéchem vyuzit pfi vyrobé cementovych
aditiv, kde nachazeji uplatnéni pii regulaci rychlosti tvrdnuti betonu.

Muzeme se s nimi setkat taktéz v kozed€lném primyslu. Pivodné se zde pouZzivaly pouze
jako barvivo, postupem casu jako ¢inidlo pro moteni kiize, aby nasly vzapéti své misto i
v roztocich pro dokoncovaci upravy. V dievaiském odvétvi se pouZzivaji jako slozky ve vodé
rozpustnych moftidlech na ochranu natért. [2]

Pouzivaji se také jako reologicka aditiva v silikatovém, dale pak v metalurgickém nebo
keramickém primyslu za ucelem zvySeni mechanické pevnosti. I v papirenském primyslu
nasly celou fadu uplatnéni. Ve vyrobé elektricky vodivych a vysoce pevnostnich papiri, jako
barviva a také v procesech recyklace papiru. [2]

Sorpéni vlastnosti HK maji mimofadny vyznam. V pidé vytvafeji huminové kyseliny
komplexy s jily za vzniku tzv. ,jilovych koloidid®. Této vlastnosti se Casto vyuziva pii tézbé
nerostnych surovin, kdy ptfidavek sloucenin na bazi huminovych kyselin zvySuje disperzibilitu
vrtné kapaliny a zpeviluje stény vrtného otvoru, coz je vyznamné zvlast¢ v jilovitych
horninach. [17]

2.2.3.3 Ochrana Zivotniho prostiedi

Schopnost HK vézat kovy a dalsi toxické latky jako jsou pesticidy, kyanidy, polycyklické
slouceniny, barviva a detergenty hraje vyznamnou roli v oblasti ochrany zivotniho prostiedi.
Vysoka afinita huminovych kyselin (HK) k tézkym koviim je jednou z nejvyznamnéjSich
vlastnosti téchto latek. Diky ni v pfirodnich vodach a pidach pfirozenym zpiisobem reguluji
transport téchto kovl a tim snizuji jejich toxicitu. [16]

2.2.3.4 Farmakologie

Ve farmacii lze vyuzit huminovych kyselin v souvislosti s izolaci sloucenin pro vyrobu 1éCiv,
ale také s ptipravou kosmetickych krémt a terapeutickych lazni. Byly dokazany aktivity HK
podobné heparinu a estrogenu (G¢innost HK na 1é¢eni rakoviny délohy laboratornich zvirat).
Vyuziti HK ve farmaceutickém primyslu omezuje skute¢nost, Ze jesté neni zcela potvrzeno,
zda nemtiZze zpisobovat mutagenezi DNA. [6]

Dalsi uplatnéni HK se nabizi v oblasti balneologie, kde 1ze predpokladat ptiznivé u¢inky HK,
jako terapeutické latky obsazené v 1é¢ivych vodach, na lidsky organismus.

HK maji virostatické u€inky, takZe jsou vyhleddvanym objektem v oblasti virologie. [19]

2.2.3.5 Shrnuti aplikaci

Vyuziti huminovych kyselin v Sirokém oborovém spektru je predmétem dal§iho vyzkumu a
vyvoje. Atraktivita je dana zejména tim, Ze se jednd o latky s dostateCnymi zasobami a
potencidlné vhodnymi vlastnostmi. Pro aplikaci huminovych substanci je dilezitd predev§im
ta skutecnost, ze jsou to ptirodni latky a tedy maji minimalni Skodlivy dopad na zivotni
prostiedi.

14



2.2.4 Frakcionace huminovych kyselin

V makromolekularni chemii chapeme pod pojmem frakcionace proces, kterym se od sebe
oddé€luji druhy makromolekul liSici se néjakou charakteristikou (chemickym slozenim,
relativni molekulovou hmotnosti, vétvenim, stereoregularitou, atd.).

Huminové kyseliny se vyznacuji vysokou heterogenitou sloZeni a ukazuje se tak jako
vyhodné rozd¢lit je do frakei, které maji podobné vlastnosti a jsou tak v dal$i vyzkumné fazi
Iépe charakterizovatelné. Toto rozdéleni Ize provést rliznymi metodami. Piehled
nejpouzivanéjsich je uveden v této kapitole.

2.24.1 ,Salting-out*

Za nejobecnéjsi zplisob frakcionace huminovych kyselin 1ze povazovat rozdéleni na Sedé
huminové kyseliny (GHA) a hnédé huminové kyseliny (BHA) vysolovanim ptidavkem
elektrolytu. Takovéto rozdéleni bylo provedeno jiz v roce 1938. Zatimco Springer pouzil KCl,
Theng ziskal frakce pomoci siranu amonného pii pH 7. Kromé vizualni odliSnosti se tyto
frakce lisi rozdilnou rozpustnosti. GHA vyznacujici se koloidni povahou maji mensi obsah
funk¢nich skupin obsahujicich kyslik, vy$$i molekulovou hmotnost a jsou méné rozpustné nez
hnédé huminové kyseliny. Vyssi obsah hnédych huminovych kyselin je typicky pro Histosoly
a Alfisoly, zatimco $edé huminové kyseliny pievazuji v Altoll a Rendoll ptdach. [19] [20]

2.2.4.2 Pouziti kova

V literatute [19] najdeme také zminku o moznosti vyuziti ionti kovl pro ucely frakcionace.
Huminové latky vytvaii nerozpustné soli s celou fadou iontti kovii. Huminové latky tak jsou
v men$i ¢i vétsi mife vysrazeny zroztoku. Tuto techniku prezentovali naptiklad Sowden a
Deuel nebo Dubach. Zminénd metoda se pfili§ neujala a to predevSim proto, ze srazeni
huminovych kyselin 1ze pomérné€ jednoduse a ucinné dosdhnout i zménou hodnoty pH.

2.2.4.3 Extrakéni frakcionace

Extrakce je proces, jimz se polymer obsahujici makromolekuly, které se lisi né&jakou
charakteristikou ovliviiujici jejich rozpustnost, oddéluje z faze bohaté polymerem ve frakcich
postupnym zvySovanim rozpoustéci schopnosti rozpoustédla. To opakované vede ke vzniku
dvoufazového systému, v némz se rozpustnéjsi slozky koncentruji ve fazi chudé polymerem.

Trendem v poslednich letech je snaha rozdélit huminové kyseliny do n¢kolika uzsich frakci
riznymi extrakénimi metodami. Jednou znich je extrakce organickymi rozpoustédly
v Soxhletové pftistroji. Pro extrakci jsou pouzivana rtizna polarni i nepolarni rozpoustédla,
resp. jejich smési. Prispévek [23] je zaméfen na frakcionaci huminovych kyselin izolovanych
z jihomoravského lignitu. Jako extrakéni Cinidla byly pouzity dva typy rozpoustédel: alkoholy
a acetaty. Extrahované frakce 1 zbytky po extrakci byly charakterizovany pomoci UV/VIS a
FT-IR spektroskopie. Frakcionace byla provadéna jednak v Soxhletové pfistroji, jednak
rozpousténim HK za konstantniho michani pii laboratorni teploté. Jednozna¢n& byla
potvrzena mnohem vys$i efektivita druhého zpisobu extrakce. Prispévek také zmiiuje
zajimavé rozdily ve struktufe a vlastnostech jednotlivych frakci a srovnava Gc€innosti extrakce
riznymi typy rozpoustédel. Vytézky HK ziskané extrakci organického rozpoustédla
vytézek byl zaznamendn pro amylacetat. Ani v ptipad¢ acetatii ani v pripadé alkoholll nelze
vysledovat jednoznacnou zavislost vytézku HK na poctu uhliki v molekule. Lze jen
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konstatovat, ze acetaty jevi tendenci pro pokles vytézku HK s rostoucim poctem uhlika
v acetatu.

Autofi [24] chtéli ziskat postupnou sekvencni extrakei huminovych kyselin, vyextrahovanych
z jihomoravského a severoceského lignitu biologicky lépe a htfe odbouratelné slozky a
zamgéfiit se na studium jejich funkci v sekundarni struktufe huminovych kyselin s ohledem na
stabilitu a kinetiku termooxidacni degradace. Postupné byly vyextrahovany frakce typu
aminokyselin a sacharidi (extrakce horkou vodou), volnych lipidd (extrakce
dichlormethanem a methanolem) a vazanych lipidi (transesterifikace s BF3; v methanolu).

2.2.4.4 Membranové separacni procesy (MSP)

Membranové separacni procesy zahrnuji velice Sirokou skupinu procest, které maji jeden
spole¢ny rys a to je pouziti membrany jako semipermeabilniho separa¢niho rozhrani. Obliba
MSP je zaloZena na tom, Ze maji vysokou separac¢ni U¢innost a poskytuji tedy brilantni
permeat o vysoké Cistoteé, zatizeni kladou malé naroky na obsluhu a procesy jsou Setrné
k separovanym tekutindm.
Separa¢ni procesy jsou takové operace, pii kterych ze zafizeni vystupuji minimalné dva
kvalitativné odliSné proudy. U membranovych separaci se ziskavd jednak proud, ktery
prochazi membranou — permeat, a jednak proud latek, které jsou membranou zadrzovany a
zlUstavaji tak na nastfikové stran€ membrany, tzv. retentat. V nékterych membranovych
aplikacich se hovoti o diluatu ¢i koncentratu. Pro vstupujici proud se pouziva oznaceni nastiik
neboli ,,feed”.
Hnaci silou membranovych filtra¢nich technik je transmembranovy tlak, zatimco procesy jako
jsou osmoza a dialyza probihaji v koncentracnim gradientu.
Existuji tfi zakladni mechanismy oddéleni latek ze smési membranou:

o rozdilné velikost ¢astic ve smési (sitovy efekt); membrana zadrzi ¢astice vEtsi, nez jsou

jeif pory,
¢ rozdilna rozpustnost sloZzek ze smési v membrang (napt. olejové membrany),
¢ rozdilny néboj jednotlivych slozek smési.

D¢lici vlastnosti membran jsou dany jejich selektivitou a propustnosti. Selektivita ovliviiuje
ucinnost déleni a Cistotu permeatu a je nepfimo umérna potiebné velikosti plochy membrany.
Membrany jsou kategorizovany podle molekulové hmotnosti molekul, které jiz neprojdou
membranou. Takova molekulovd hmotnost vyjadiena v Daltonech se oznacuje jako délici
rozsah, tzv. cut-off. Délici rozsah vyjadfuje relativni molekulovou hmotnost ¢éstice, ktera je
danou membranou z 90 % zadrzovana. K udrzeni dané selektivity je nutnd odpovidajici
uniformita porQ, tj. Gzka distribuce jejich velikosti. Propustnost (permeabilita) ma vliv na
rychlost (kinetiku) procesu. Kinetika procesu se vyjadiuje objemovym tokem permeatu
vztazenym na plochu membrany (1 h™*m™) a je ovliviiovana stfedni velikosti péri a hustotou
poru (porozitou). NedostateCnou propustnost lze vyvazit vétsi plochou membrany. Vykon
separace kromé jiz zminénych faktord také vyznamné ovliviiuje velikost ¢éstic a distribuce
velikosti castic obsazenych v suroviné a také elektrostatické interakce filtrovaného média s
membranou. [26] [56]
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Charakteristika tok

Pro vétSinu membranovych procesti je typické uspotfadani s tzv. ptiénym tokem (,,crossflow®),
diky kterému nedochdzi k akumulaci zadrzovanych ¢éstic (molekul, iontit) pfed membranou.
Na rozdil od ,tradicni* filtrace, kterd je oznacovana jako filtrace do mrtvého bodu
(,,dead-end* filtrace), pfi membranov¢ filtraci se silnym tangencidlnim tokem nad membréanou
je mozné proces vyrazné prodlouZit a ziskat vyS$§i mnoZzstvi permeétu. [56]

ZandSeni membran a jejich regenerace

S charakterem toka v tésné blizkosti membrany souvisi 1 nékteré negativni jevy. Nejvetsim
problémem je postupné snizovani toku permedtu s cCasem. Je zplsobeno koncentracni
polarizaci a hlavné zandSenim poéri v membrané, tzv. fouling efekt. Pro jeho popis byla
vytvorena celd fada matematickych modelti vykonu (tj. priitoku permeatu). [55]

Koncentraéni polarizace vznikd nahromadénim zadrzovanych ¢astic pfed membranou. Neni-li
dodrZen tangencialni tok, mohou zde tyto ¢astice vytvaret tzv. sekundarni membranu (vrstva
gelu, srazeniny). Proto se do prostoru nad membranou jeSté vkladaji razné
vestavby — turbulizatory, které¢ naruSuji laminarni proudéni. Efekt koncentracni polarizace se
projevuje zejména u membranovych procest s vysokymi rychlostmi toku permeatu.[56]
ZanaSeni membrany mize byt vratné nebo nevratné. V ptipad¢ nevratného déje hovotime o
otravé membrany, ta byva zplisobena ionty tézkych kovi, latkami reagujicimi
s membranou — chlor, oxidovadla atd. U vratnych dé€ji se membrana regeneruje za pomoci
chemickych ¢inidel nebo fyzikdlnimi metodami. Regulace toku filtratu a koncentrace
rozpus$téné latky napomaha pii pouziti membréan z dutych vlaken omezit zanaSeni membrany.
Pro plosné membrany se stejného efektu dosédhne diafiltraci, kdy je piivadén dalsi proud
rozpoustédla, ktery vymyva zretentatu latky, které mohou prochdzet membranou. Objem
pouzitého rozpoustédla odpovida objemu ziskaného permeéatu. Koncentrace zadrzovanych
latek se tak béhem diafiltrace neméni. [25] [26] [56]

Ultrafiltrace

Ultrafiltrace patfi mezi metody frakcionace zaloZené na principu rizné velikosti molekul. Je
to separa¢ni metoda slouzici k oddélovani makromolekularnich latek a koloidii z roztok.
Metoda objevend jiz na pocatku dvacéatého stoleti vSak ziskala vyznam pro separacni ucely az
v n¢kolika poslednich desetiletich. Teprve aplikace novych typi membran oteviela zcela nové
perspektivy. Jednd se o jednoduchou metodu, kdy lze vybérem vhodné fady membran
dosahnout rychlé frakcionace pomérné velkého mnozstvi materidlu. Ve smyslu dé€liciho fezu
membrany ji lze provadéet vzestupné i sestupné. [19]

Molekuly rozpoustédla jsou plsobenim zvysSeného tlaku tlaceny pfes membranu s presné
definovanymi pory. Makromolekuly a koloidy vetSi nez otvory v membrané neprochdzeji.
Vyuzivaji se specialni membrany s definovanou velikosti pora — tzv. ,,cut-oft™. [27]

Nejcastéji pouzivané membranové materialy pro ultrafiltraci jsou polysulfon, polyethersulfon,
polyvinylidenfluorid, polyakrylonitril, acetat celulosy, polyimid, polyetherimid, alifaticky
polyamid, Al a Zr keramika. [26]

V publikacich [25], [28] je zminéno vyuziti ultrafiltrace pro urcovani vazebnych konstant
komplexu huminova kyselina — kov.

Autofi [29] se =zabyvali spektroskopickou charakterizaci velikostné frakcionovanych
huminovych kyselin izolovanych z jihomoravského lignitu (Dolnomoravsky tval, dial Mir
Mikulcice). Jako separacni metoda byla vybrana membranova ultrafiltrace. Jako membranu
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zvolili modifikovany polyethersulfon. NejvhodnéjSim prostfedim pro filtraci HK pfes tuto
membranu bylo prostfedi alkalické. V rozpoustédlech o jiném pH dochéazelo k vysoké
adsorpci HK na membranu.

Pfi zkoumani vlivu pH a iontové sily na zadrzeni byla pouzita plochd membrana
Amicon YM2 (d¢lici rozsah 1 kDa). ZadrZzovani huminovych kyselin na membrané je téméf
neménné ve slabé kyselém ¢i zasaditém prostiedi. V prostfedi silné kyselém (pH < 3)
se mohou huminové kyseliny srdzet a adsorbovat na membranu. Stejné chovani bylo
pozorovano i pii vysokych hodnotach iontové sily. [25]

Ackoliv jsou membrany klasifikovany vyrobci podle M;, molekuly jsou ve skutecnosti
ultrafiltraci separované na zakladé molekulovych velikosti. Vztah mezi M; a molekulovou
velikosti neni jednoduchy, obzvlast¢ v piipadé makromolekul, kde svou roli hraje tvar
molekul a jejich ohebnost. Iontova sila a pH mohou vést ke zménam ve tvaru a tak mohou
molekuly s nominalné stejnymi hodnotami M, vykazovat odchylky v chovani. [28]

Zameérem prace [28] bylo mimo jiné ziskani M; distribu¢ni funkce nékolika vzork komeréné
ptipravenych (Fluka) a pfirodnich (Montseny, Prades, Bragin, Hatton) huminovych kyselin.
Pro tyto ucely byla vybrana metoda ultrafiltrace v kombinaci s kapilarni zoénovou
elektroforézou (CZE). Sledovanymi parametry byl tlak plynu, koncentrace vstupujiciho
proudu a casova zavislost koncentrace HK v ultrafiltratu. Vysledky pozorovani byly
nasledujici. Tlak plynu zna¢né ovliviiuje frakcionaci. Je tieba pracovat za optimalniho tlaku
pro kazdou membranu. Optimalni tlak roste spolu s klesajicim d€licim rozsahem (M, cut-off)
membrany. Koncentrace vstupujiciho roztoku by neméla byt ptilis vysoka.

Pro dané vzorky pfi konstantnich hodnotach iontové sily a pH, M; vykazovaly distribu¢ni
funkce zéavislost na ptivodu huminové kyseliny. Komeréné pfipraveny vzorek obsahoval vyssi
pomér molekul o nizké relativni molekulové hmotnosti, zatimco pfirodni huminové kyseliny
mély vyssi zastoupeni frakci s M, > 300 000.

Autofi [30] rozdélili huminovou kyselinu (extrahovanou z Pahokee raseliny) do 8 rGznych
frakci, které se od sebe liSily riznou molekularni velikosti (<1, 1-3, 3-5, 5-10, 10-30,
30-100, 100-300 a > 300 kDa). K tomuto ucelu pouzili hydrofilni celul6zovou membranu.
Vysledky ukazaly, Ze tato metoda frakcionace je vhodnd pro vysoce heterogenni smés
makromolekul huminovych latek, jelikoz touto frakcionaci ziskame relativné homogenni
frakce.

V praci [31] byl vzorek komeréné ptipravené, neprocisténé huminové kyseliny (Aldrich)
frakcionovan pomoci ultrafiltrace do péti frakci riznych molekuldrnich velikosti (> 300 kDa,
300-100 kDa, 100-50 kDa, 50-10 kDa, 10—1 kDa). Nejprve byl nastiik veden pfes membranu
s nejveétsi velikosti port, permeét byl pouzit pro filtraci na nasledujici membrané s mensi
velikosti port, zatimco retentdt usuSen, zvadZen a uchovan pro naslednou IC a NMR
charakterizaci. Dlraz byl kladen na posouzeni odliSnosti v chemické struktufe a funkénich
skupinach. Bylo potvrzeno, ze frakce s velikosti > 100 kDa obsahuji mnohem vice
alifatickych skupin, zatimco frakce s molekulami mensich rozméra (<10 kDa) byly ptfevazné
aromatické povahy. VSechny frakce byly charakterizovany potenciometrickou titraci.
Huminové kyseliny tvofené z molekul menSich rozmérti maji vysSi obsah karboxylovych
skupin a niz§i hodnoty pK,, takze jsou silngjsi kyseliny. Nasledn¢ byla tatdz nefrakciovana
huminova kyselina podrobena purifikaci acidobazickym srdzenim a promyvanim destilovanou
vodou se snahou o odstranéni iontli kovli. Bylo pozorovano, ze huminové kyseliny prodélaly
béhem purifikace acidobazickym srazenim jisté chemické zmény spojené prevazné s ubytkem
uhliku karboxylovych skupin. Tyto vysledky tak potvrzuji, Ze je pfi izolaci huminovych
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kyselin zapotiebi aplikovat mirn¢j$i metody, aby dochédzelo jen k minimalnim, popiipadé
zadnym zménam ve struktufe.

2.2.4.5 Rozmérové vylucovaci chromatografie

Huminové kyseliny prokazuji zna¢nou heterogenitu ve svych molekulovych hmotnostech.
Proto se jako dalsi varianta frakcionace (zalozZena stejné jako predchozi metoda ultrafiltrace
na bazi riznych molekulovych velikosti) nabizi chromatografie.

Rozmérové vylucovaci chromatografie (Size Exclusion Chromatofraphy, zkracené¢ SEC) je
termin zavedeny pro metodu, kterd byla vice nez 30 let pouzivana pod nazvem gelova
permeacni chromatografie (GPC). Nazev ,,gelova permeacni chromatografie” by se mél uzivat
pouze pokud je poréznim neadsorbujicim materialem gel.

Tato metoda dnes velmi vyrazné dominuje mezi postupy pouzivanymi ke stanoveni distribuci
molarnich hmotnosti. Vzorek polydisperzniho polymeru je promyvan kolonou naplnénou
poréznimi kulickami a déli se na slozky podle velikosti molekul. Stény portt musi byt inertni
tak, aby se na nich makromolekuly neadsorbovaly. Jde tedy o rozdélovaci, nikoli adsorpéni
chromatografii. [32]

Princip déleni spociva v tom, ze polymerhomology jsou podle svych rozméri riznou mérou
schopny vstupovat do porid, kde mohou byt na kratky c¢asovy okamzik pozdrzeny. Pro dany
homolog definujeme rozdélovaci koeficient Ky jako pomér jeho rovnovaznych koncentraci
v porech a v objemové fazi (tj. v prostorech mezi zrny). Pfedpokladame, Ze lokalni rovnovaha
mezi obéma ,,fdzemi* se ustavi prakticky okamzit&. Je-li V, celkovy objem prostorti mezi
kulickami a V; celkovy objem pora uvniti kuli¢ek pak elucni objem V. (objem rozpoustédla,
ktery musi protéci od okamziku néstfiku kolonou, aby se frakce objevila na vystupu z kolony)
je dan vztahem:

Ve: V0+Kd'Vi- (1)
protékaji mezi zrny. Stfedni a mensi frakce se doCasnym vstupem do porti méné nebo vice
zdrzi a vychazeji z kolony v poradi klesajiciho rozméru castic. Situaci ilustruje obrazek
(Obrazek 4) a tabulka (Tabulka III). [32]

Tabulka III: Rozmérové viastnosti zrn

pro nejvetsi makromolekuly Kq4=0 V.=V,
pro stfedné velké makromolekuly 0<Ky<l1 Ve< Vo< Vot V;
pro nejmensi makromolekuly Kq=1 Ve=V,+V;

Kolony se plni poréznimi kulickami z riznych materidlti jako je sklo, polystyrenové gely
(nebotnavé, siln¢ zesitované), povrchové modifikované silikagely. Pro déleni ve vodném
prostiedi jsou vhodné dextranové a polyakrylamidové gely. Kulicky maji primér 5 pm az
1 mm; pramér port je 5 az 500 nm.
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Obrazek 4: Schéma prubehu SEC separace: A zacatek separace; B malé fragmenty difunduji
do porii; C separace podle velikosti hotova; D veétsi frakce vystupuji z kolony prvni; E
pozdrzené malé frakce vystupuji pozdéji

2.2.4.6 Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, kterd vyuziva schopnosti nabitych castic v elektrickém
poli.Vzhledem k tomu, ze rychlost pohybu castic zavisi na velikosti naboje a velikosti
molekuly, rizné velké a rizné nabité molekuly se budou pohybovat odlisSnou rychlosti. Proto
muzeme elektroforézu vyuzivat k separaci latek za tUcelem frakcionace huminovych
kyselin.[46]

Literatura také obsahuje informaci o tom, ze bylo frakcionace huminovych kyselin docileno
pouzitim elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (PAGE). Autofi srovnavali metodu
ultrafiltrace s metodou vylucovaci chromatografie (SEC) a také posuzovali vhodnost
kombinace uvedenych technik s metodou PAGE. Jako vhodny eluent pro metodu vylucovaci
chromatografie se jevi Tris-HCl nebo mocovina, tedy pufry obsahujici velké organické
kationty. Tyto latky zabrafiuji adsorpci HK na Sephadex. Vysledky napovédély, ze
frakcionaci pomoci SEC Ize provést lepsi separaci huminovych kyselin liSicich se
elektroforetickou mobilitou i molekuldrni velikosti. Kombinace SEC-PAGE vykazuje
pomérné sluSny soulad mezi obéma frakcionacnimi systémy. Ultrafiltrace, jako metoda
pouzita k ziskéni frakci o riiznych molekulovych velikostech mize selhdvat a to predevs§im
kvili interakcim rozpusténych latek s povrchem membrany. [33]

2.24.7 Adsorpce

Nekteti autofi vyuzili k frakcionaci adsorpénich vlastnosti huminovych kyselin na hydrofobni
pryskyfici a nasledné ziskali jednotlivé frakce pomoci pufrit o riznych hodnotach pH. Jak se
zvySovala hodnota pH, jednotlivé komponenty s odpovidajici vyssi hodnotou pK, byly
ionizovany a nasledné se desorbovaly z pryskyfice. Mantoura a Riley [34] pouzili nepolarni
adsorp¢ni pryskytici XAD-2 v kombinaci se 4 roztoky pufru o postupné narGstajicim pH a
ziskali tak 4 odlisné frakce. Malcolm a kolektiv [34] demonstroval lepsi vlastnosti XAD-8,
methyl-methakrylatové pryskytice. MacCarthy a kolektiv resp. Thurman a Malcolm [34]
generovali pozvolna se ménici pH gradient titraci kyseliny fosfore¢né hydroxidem sodnym a
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separovali tak huminovou kyselinu do dvou frakci. Ve vSech téchto pracich mél pH gradient
minimaln¢ jeden ostry inflekéni bod. [34]

Témét linearni pH gradient bez inflekénich bodii se podafilo ziskat autorim, kteti pouzili
univerzalni pufr. Titrovany silnou bazi dal téméf linearni titracni kiivku bez ostré inflekce.
V tomto experimentu byly pouzity dvé komeréné dostupné HK (Tridom HK a Aldrich HK) a
vzorek syntetické HK, pfipraveny z hydrochinonu. Nevyhodou pouzitého pufru bylo, Ze
obsahoval kyselinu octovou. Ta mohla komplikovat stanoveni rozpusténé¢ho organického
uhliku (DOC) v jednotlivych frakcich. Tato frakcionace vykazuje kontinudlni pribéh
eluovaného materidlu bez vétsich vykyvi. Vyhodou je, ze Ize libovolné volit rozsah pH, pii
kterém budou jednotlivé frakce sbirany.[34]

2.2.4.8 Frakcionace podle pH

Zakladni déleni huminovych latek vzniklo na bézi rtizné rozpustnosti. I tak jsou jednotlivé
skupiny stale polydisperznimi smésmi latek s odliSnymi vlastnostmi, proto se nelze divit
snahdm o rozdéleni huminovych kyselin na uzsi frakce podle rozpustnosti pti rizném pH.
Autor [35] studoval termickou stabilitu a chovani rtiznych vzorkGi huminovych kyselin
extrahovanych z jihomoravského lignitu. Pro pfipravu vzorkd postupnou frakcionaci pii
riznych hodnotach pH byl jako pufr pouzit NaH,PO,-H,O + Na,HPO, 12H,0. Navazka
vzorku huminové kyseliny (HA1) byla rozpusténa v roztoku o pH 7. Frakcionace probihala
v digestofi za laboratorni teploty a neustalého michani po dobu 2 hodin. Naslednou
centrifugaci doSlo k oddéleni nerozpusténého zbytku vzorku HA1l od rozpusténych
huminovych kyselin. Okyselenim nerozpusSténého zbytku koncentrovanou HCI na pH 1-2
doSlo ke koagulaci huminovych kyselin. Takto pfipravené huminové kyseliny byly
kvantitativné prevedeny do smeési obsahujici HCl — HF a intenzivné tfepany po dobu
24 hodin, coz mélo vést ke snizeni anorganického podilu v huminovych kyselinach.
Precisténé vzorky byly opét centrifugovany a nékolikrat promyty destilovanou vodou. Dalsi
pouzitou operaci byla dialyza, kterd probihala proti destilované vodé po dobu 10 dni.
Nakonec byla provedena lyofilizace vzorku. Takto vznikla frakce ptlisobenim roztoku
fosforecnanii o pH 7 byla v této praci oznacena jako HA2. Nerozpustény zbytek huminovych
kyselin z ptipravy vzorku HA2 byl rozpustén v roztoku o pH = 8. Dalsi postup je shodny jako
pifi piipravé ptfedchozi frakce. K ziskani posledni frakce oznacené jako HAS se pouzil
posledni nerozpustény zbytek z ptedchozi frakce, ktery byl rozpustén v Na,P,0,-10H,O
o pH = 10. Bylo tedy pfipraveno 5 vzorka (pH 7, 8, 9 a 10). Termoanalyticka studie téchto
frakci huminovych kyselin, separovanych pfi rizném pH potvrdila, Ze postupnou frakcionaci
puvodniho vzorku doslo k separaci uzsich spekter molekul huminovych kyselin. Tento fakt se
na DSC kiivkach projevil vétS§im poctem a uzSimi tvary exotermickych pik v porovnani
s pivodnim vzorkem. Rovnéz termogravimetrie odhalila rozdily ve zméné hmotnostnich
ubytki souvisejicich s jednotlivymi degrada¢nimi kroky.

V referencich [3] [36] byla k frakcionaci heterogenni huminové kyseliny vyuzita technika
sekvencni pH extrakce. Byly ziskdny ¢tyfi odlisné frakce. Fosfore¢nanové pufry se pouziji
pro vzorky s nizs§i aromaticitou, zatimco pyrofosfat nejlépe extrahuje méné kyselé molekuly
s vy$8im obsahem aromatickych jader. Charakteristika frakci byla provedena pomoci HPSEC
(High Pressure Size Exclusion Chromatography) a prokéazala, ze polymerni teorie, uplatiujici
kovalentni vazby mezi molekulami huminovych latek je jen malo pravdépodobnou. Naopak
podpofila domnénku, Ze dochdzi k ndhodnému samosdruzovani relativné malych molekul,
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které jsou vzajemné vazany predevsim slabymi disperznimi silami (van der Waalsovy, n—x a
CH-n interakce) a vodikovymi vazbami.

2.2.5 Rozpustnost huminovych kyselin

Rozpustnost je obecné schopnost latek rozpoustét se v rozpoustédle, nebo-li prechazet
s rozpoustédlem v roztok.
Latku mizeme z hlediska rozpustnosti charakterizovat rozpoustédly, ve kterych se latka
rozpous$ti nebo mirou rozpustnosti latky v daném rozpoustédle. Rozpustnost latky v daném
rozpoustédle je dana pfedevsim polaritou rozpoustédla a rozpousténé latky. Obecné plati, Ze
polarni latky se rozpoustéji v polarnich rozpoustédlech (napt. NaCl ve vod¢), nepolarni latky
se naopak rozpoustéji v nepolarnich rozpoustédlech (napft. olej v benzinu).
Rozpustnost probihd za dynamické rovnovahy. Je vysledkem dvou soucasné probihajicich
protichtidnych procesii: rozpousténi a srazeni.
Huminové latky se v piidach a usazeninach vyskytuji v nékolika formach [37]:

¢ jako adsorbované molekuly ¢i shluky molekul na povrchu nerosti,

e v podob¢ pevnych ¢astic HL a jejich agregati,

e jako rozpusténé molekuly ve vodni fazi.

Rozpusténé molekuly jsou pohyblivé a tudiz jsou celkem snadno prenasené proudem vody,
zatimco adsorbované molekuly a pevné prachové ¢astice jsou méné pohyblivé a maji tendenci
udrZet se na pudni ¢i sedlinové matrici. Rozpustnost huminovych latek tedy hraje zna¢nou roli
pro distribuci a pienos polutanti. Huminové latky rozpusSténé ve vodé budou zvySovat
pohyblivost polutanti na sebe vazanych, zatimco pevné ptidni huminové latky budou jejich
pohyblivost sniZzovat. Diagram (Obrazek 5) zobrazuje tii dvojice protichidnych procest, které
vedou k mobilizaci téchto latek ve vodném prostiedi. Podrobnéjsi studium adsorpce-desorpce;
agregace-disagregace; srdzeni-rozpousténi je nezbytné nutné pro pochopeni mechanismil
slouzicich k distribuci polutantt. [37]

........................................................................

: adsorpce :  agregace i srazeni
: desorpce : : disagregace : ! rozpousténi :

......
.....................................................................

Obrazek 5: Procesy probihajici ve vodném prostredi
Huminové latky jsou obecné definovany a rozdéleny do podskupin na zakladé rozpustnosti

ve vodném prostfedi. Huminové kyseliny jsou podle této definice za acidickych podminek
frakci nerozpustnou.
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Izolace huminovych kyselin z ptirodnich zdroja je zaloZzena na okyseleni alkalického extraktu
az do pH 1-2, kdy dojde k jejich vysrdzeni. Izolovany preparat je pak sloZzen z molekul
s riznou molekulovou hmotnosti, které se zcela nepochybné budou lisit 1 ve své rozpustnosti
ve vodném prostiedi.

Pfestoze se huminové kyseliny srazi z vodného roztoku pii takto nizkych hodnotach pH,
neznamena to, ze jsou jednoduse rozpustné ve vodé pfi neutralnim pH. Huminové kyseliny
jsou soucasti ptirodnich celkt, které odolavaji ataktim vody po celd geologicka obdobi, aniz
by dochézelo k jejich rozpusténi. Rozpustnost siln¢ zavisi od zdroje huminovych kyselin.
Obzvlasté ty huminové kyseliny, které se ziskavaji z uhli jsou ve vodé jen velmi tézko
rozpustné. [38]

Na druh¢é stran¢ jsou huminové kyseliny v pfirodé nachdzeny také rozpusténé ve vode.
Chceme-li proto porozumét funkci huminovych kyselin v pfirodé, musime se obezndmit i
s rozpustnosti huminovych kyselin ve vodném prostredi.

Bohuzel, krom¢ samotné definice huminovych kyselin, zaloZzené na rozpustnosti, nebylo
chovani izolovanych pevnych vzorkii ve vztahu k rozpustnosti doposud plnohodnotné
prosetieno. [38]

V praci [44] byly huminové kyseliny rozdéleny na uzsi frakce rozpousténim v pufrech o
rizném pocatecnim pH. Vysledky byly ptekvapujici a do jisté miry v rozporu s piivodnim
piredpokladem, podle kterého meéla rozpustnost rast se zvysujicim se pH. Jenze vysledky
ukazaly, Ze rozpustnost pii poc¢atecnim pH = 4 je vyssi nez pii pH 6-8 a i pii pH 2 se rozpusti
jisté mnozstvi vzorku. Pfi studiu rozpustnosti huminovych kyselin ve vodé bylo zjisténo, ze
za danych podminek existuje urCita rozpustna frakce huminovych kyselin. Zajimavé je, Ze
jakmile je tato frakce vymyta, vzorek se jiz dale nerozpousti. [1]

Sekundarni a terciarni struktura HL ovliviiuje biogeochemické procesy. Huminové latky se
mohou vyskytovat jak v rozpusténé, tak v koloidni a vysrazené podob¢ (Obrazek 6). Hlavni
vliv na stav HL mé pH, koncentrace HL a koncentrace iontli. Reaktivita huminovy kyselin,
resp. tendence jejich Castic rozpoustét se zavisi na typu, poctu a pevnosti vazeb, které drzi
molekuly huminovych kyselin v pevné fazi a také na schopnosti rozpusténych iontl a molekul
oslabovat ¢i zesilovat tyto vazby.

pH < 3.5 3G=pH=T7.5 pHzT7.5
vodny ® @ @
roztok o v -
= & :B :&#\_ =] FH
Wk '® &....HK
pevina A B
faze

_'E%. ... rozpadajici se castice
.. vysraZiene castice
S fragmenty castic

.. suspendované pevné castice xh%f . agregované HK

Obrazek 6: Podoba huminovych latek ve vodném prostredi, upraveno podle Bergelin (2007)
[57]
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KdyzZ jsou pevné ¢astice vnofeny do vodného roztoku, jejich nejvzdalenéjsi molekuly jsou
snadnéji ptistupné vodé, rozpusténym iontliim a molekuldm a tak mize uvoliiovanim molekul
do roztoku zacit proces rozpousténi. Rozpousténi tedy probiha od povrchu castic, ze kterého
se postupné uvoliuji rozpusténé molekuly, povrch se posunuje smérem ke stiedu Castice.
Rozpustnosti huminovych kyselin v pevném stavu ve vodé se zabyva reference [38].
Mechanismus rozpustnosti HK ve vodném prostfedi neni zdaleka tak jednoduchy v porovnani
s tim, jak snadno dochézi k peptizaci Cerstvé srazeniny HK pti promyvani vodou. Rozpustnost
pevnych huminovych ¢astic ve vodé je mnohem komplikovanéj$i nez rozpustnost jinych
tézko rozpustnych pevnych latek. Proto byl autory navrzen vicestupiovy mechanismus,
definujici vzajemné plsobeni pevnych HK s vodou. Teorie se opird o skutec¢nost, ze pouze
urcitd ¢ast pevné HK je rozpustna ve vod¢ v danych podminkach a pokud je odstranéna, zbyla
HK ztstava prakticky nerozpustnou. Pevné, nedisociované HK se mohou ve vodném roztoku
castecné rozpoustét a jejich disociace je predmétem teprve dalSiho kroku mechanismu. Tato
teorie byla potvrzena v dalsi praci [1], kde bylo vySetfovano chovéani 4 vzorkl (2 rGzné
piipravené vzorky z jthomoravského lignitu, vzorek IHSS Fluka a vzorek IHSS Leonardite).
Kinetika rozpousténi huminovych kyselin, extrahovanych a ¢isténych dle procedur IHSS byla
studovana v sérii experimenti pomoci UV/VIS spektrometrie. Byly zkoumany ucinky pH,
teploty, rychlosti michani a koncentrace kationt kovii alkalickych zemin na zménu rychlosti
kinetiky.Vysledky naznacuji, Ze mira rozpustnosti studované huminové kyseliny zavisi
pfedev§sim na pH. Pii nizkém pH je mnoho fenolickych a karboxylovych skupin ve své
protonované¢ form¢. Mezi molekulami proto vznikd velké mnozstvi vodikovych mustkda.
Navic protonace oslabuje elektostatické repulse mezi molekulami. Zminované efekty jsou
pri¢inou slabé rozpustnosti pii nizké hodnoté pH. S rostouci hodnotou pH vSak rozpustnost
roste. Mechanizmus rozpus$téni tzce souvisi s deprotonaci karboxylovych a fenolickych
funk¢nich skupin. Vysledkem deprotonace je rozstépeni nekterych vodikovych vazeb, které
v pevném stavu drzi molekuly huminovych kyselin pohromadé. Naopak dochazi k ristu
elektrostatickych repulsnich sil mezi molekulami vyskytujicimi se na povrchu Takové
molekuly jsou pak mnohem nachylInéjsi k odtrzeni. [37]

Rozpustnost taktéz stoupa, je-li zvySena teplota a rychlost michani. Zdanliva aktivaéni energie
reakce a U€inek michani spolu s vlivem teploty naznacuji, ze se jednd o proces fizeny jednak
rychlosti michani, jednak transportem rozpusténé latky od cCastice do roztoku. Mira
rozpustnosti pii konstantnim pH siln¢ zavisi na koncentraci dvojmocnych kationtli jako je
Ca®". Se zvySujici se koncentraci t&chto kationti se rychlost rozpousténi snizuje. Ca’" se
dokéze velmi rychle adsorbovat na povrch ¢astic, ¢imz snizuji elektrostatickou repulsi mezi
jednotlivymi molekulami huminovych kyselin. Kationy Ca*" také mohou piisobit jako mustky
mezi dvémi sousednimi molekulami, ¢imz zvySuji pfitazlivé sily. Timto pfispivaji ke
snizovani rozpustnosti. [37]

Vliv dvojmocnych kationd na rozpustnost huminovych kyselin zkoumal i1 Kipton. Nejdiive
rozpustil vzorek huminovych kyselin v synteticky pfipravené motské vodé bez obsahu Ca®’,
Mg*". Kdyz pridal tyto kationy ve form& chloridi, zjistil, Ze rozpustnost takto obohacenych
huminovych kyselin dosahovala asi jen 60 % plvodni rozpustnosti. Stejny autor studoval
rozpustnost huminovych kyselin v KNOj jako funkci iontové sily a pH a doSel k zavéru, Ze
relativni €inek iontové sily se projevuje spise pii nizSich hodnotach pH. Pti pH 3 dosahovala
rozpustnost v 0,6 M KNO3 60% rozpustnosti v 0,1 M KNOs , zatimco pfi pH 10,8 jiz vzrostla
na 92 %. [58]
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Dalsi z nemnoha piispévka na téma rozpustnosti se zabyva tim, jaky vliv maji na kinetiku
rozpustnosti HK organické monokarboxylové kyseliny. Nizkomolekularni organické kyseliny
jsou vSudypiitomnou slozkou zivotniho prostiedi. Organické kyseliny, vyskytujici se
v pudach jsou pfedevsim rostlinného a mikrobialniho ptivodu, ovSem do ptd a pfirodnich vod
se mohou dostavat 1 kontaminaci z primyslovych odpadi (potravinaisky primysl). Bézné
nachazena koncentrace alifatickych monokarboxylovych kyselin (kyselina mravenci, octova,
propionova, maselnd, valerova, mlécna) se v ptidé pohybuje v rozmezi 0—1 mM. Koncentrace
dikarboxylovych a trikarboxylovych kyselin jako jsou Stavelovd, citronova, jablecna,
jantarova, vinna je obvykle 0—-50 uM. [39]

Mira rozpustnosti pevnych castic huminovych kyselin je znacné ovlivnéna piitomnosti
monokarboxylovych kyselin v pomérné Sirokém rozsahu pH (4—10). Napftiklad pti pH 7, lze
zvySit rozpustnost pfitomnosti propionové kyseliny az na tficetindsobek rozpustnosti Cisté
huminové kyseliny bez jakéhokoliv ptidavku. Schopnost monokarboxylovych kyselin zvysit
rozpustnost huminovych kyselin je v pofadi kyselina mravenci < kyselina octova < kyselina
propionova. Rozpousténi lze povazovat za proces fizeny sorpci. Je iniciovan navazanim
karboxylovych skupin na povrch ¢astic. Touto sorpci vznikaji na povrchu jisté meziprodukty,
které oslabuji interakce mezi molekulami huminovych kyselin na povrchu ¢éstic. Po ivodnim
rychlém kroku nésleduje druhy o poznani pomalejsi — transfer molekul huminovych kyselin
do objemu roztoku.Tento krok je limitujicim pro rychlost celého procesu. [39]

Prezentované vysledky mohou mit zna¢ny vyznam pro environmentalni procesy. Za jistych
podminek jako je nizké pH, nizkd koncentrace karboxylovych kyselin, vysokd koncentrace
iontli kovli mohou molekuly huminovych kyselin, vytvarejici pevné agregaty v pade¢ nebo
shlukujici se na povrchu minerali, prokazovat velmi nizkou rozpustnost, pfestoze by po
termodynamické strance mohly byt rozpustné. Takto nizkd rozpustnost omezuje mobilitu
molekul huminovych kyselin a tim padem i1 navdzanych polutanti. Naopak podminky
zvySujici miru rozpustnosti (vysoké pH, vysokéd koncentrace karboxylovych kyselin, nizké
koncentrace iontii kovll) rychle zvysSuji mobilitu. [39]

Utinek monokarboxylovych kyselin na strukturu a vlastnosti huminovych latek byl zkouman
také na jiném pracovisti. Piccolo pouzil vySe zminovanou vysokotlakou rozmérové
vylucovaci chromatografii (HPSEC). Podle néj jsou zdéanlivé vysokomolekularni huminové
latky v roztoku pouhymi agregaty ¢i shluky malych molekul, které jsou drzeny pohromadé
hydrofobnimi silami. A pravé pfidavek jednoduché organické kyseliny zplsobi pieruSeni
téchto vazeb vedoucich k disagregaci a vzniku relativné malych ¢astic. [39]

2.3 Metody charakterizace huminovych kyselin

2.3.1 UV/VIS spektrometrie

Ultrafialova a viditelnd spektroskopie je klasickd metoda analytické chemie patiici mezi
elektromagnetické spektroskopické metody.

Podstatou ultrafialové a viditelné spektroskopie je absorpce ultrafialového a viditelného
zafeni v oblasti od 200 do 800 nm zfedénymi roztoky molekul. Pti absorpci dochazi k exitaci
valen¢nich elektrontl, které jsou soucasti molekulovych orbital. Molekula se za béznych
podminek nachdzi na zakladni hladin€ a jeji elektrony nejsou excitovany. Piijme-li molekula
energii ve formé fotont, ktera odpovida rozdilu mezi jejim zakladnim a excitovanym stavem,
projevi se tato skutecnost pfechodem elektronu z nékterého obsazeného orbitalu v zadkladnim
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stavu na néktery neobsazeny orbital. Excitace riznych typt elektronii vyzaduje rozdilna
energetickd kvanta. Jednoduse feceno, ne vSechny typy elektronovych prechodii jsou mozné.
[40]

Ultrafialova a viditelna spektra se dopliikové vyuzivaji k identifikaci nezndmé organické latky
a feSeni strukturnich otazek porovnanim zméteného prubéhu spektra se znamymi spektry.
Spektra jsou jednoducha a poskytuji pro identifikaci latky omezené mnozstvi informaci.
Aplikace této metody vSak vhodné dopliiuje informace z méieni infraCervenych spekter,
NMR a hmotnostnich spekter. [41]

2.3.2 IR spektrometrie

Infracervend spektroskopie je analytickd technika urena ptedevSim pro identifikaci a
strukturni charakterizaci organickych sloucenin a také pro stanoveni anorganickych latek.
Podstatou metody je absorpce infraerveného zateni pti priichodu vzorkem, pti niz dochazi ke
zméndm rotaén¢ vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménach
dipolového momentu molekuly. Infradervené zatreni je elektromagnetické zafeni v rozsahu
vinovych délek 0,78—1000 mm, odpovidajicich rozsahu vinoétd 12800—10 cm™. Celou oblast
jesté rozdélujeme na blizkou (13000-4000 cm™), stiedni (4000-200 cm™) a vzdalenou
infraéervenou oblast (200—-10 cm™). Nejpouzivangjii je stfedni oblast. [42]

Analytickym vystupem je infracervené spektrum, které je grafickym zobrazenim funkéni
zavislosti energie, vétSinou vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkach
absorbance (A) na vlnové délce dopadajiciho zafeni. Zavislost energie na vinové délce je
logaritmickd, proto se pouziva vinocet, ktery je definovan jako prevracend hodnota vinové
délky a tedy uvedend =zavislost energie na vlnoftu bude funkci linearni.
Absorpéni pasy majici vrcholy v intervalu 40001500 cm™ jsou vhodné pro identifikaci
funkénich skupin (napt. -OH, C=0, N-H, CHj aj.). Pasy v oblasti 1500—400 cm™ jsou
nazyvané oblasti ,otisku palce” (fingerprint region). Pomoci ,search programi“ a
digitalizovanych knihoven infracervenych spekter je moZzno identifikovat nezndmou
analyzovanou latku. V soucasné dobé se objevuji software, které umoziuji simulovat
infracervené spektrum organickych molekul. [42]

Dutlezitou skutecnosti je relativni nezdvislost vibraci jednotlivych funkénich skupin na
ostatnich molekulovych vibracich. V diisledku toho maji rtizné funk¢ni skupiny relativné stalé
vibra¢ni frekvence, a to bez ohledu na to, v jakych latkach jsou ptfitomny. [40]

Fourierova transformace pfinesla i v oblasti IR spektroskopie zjednoduSeni a zkvalitnéni
méteni. FTIR spektrometry jsou pristroje pracujici na principu interference spektra, které meéri
na rozdil od disperznich pfistrojii interferogram modulovaného svazku zafeni po prichodu
vzorkem. Pfi métfeni dopadd na detektor vzdy cely svazek zareni. Takové usporadani
umoznuje 1 experimenty, pii nichz dochéazi k velkym energetickym ztratdm. FTIR spektrum
nabizi mnohem vys$i rozliSeni nez klasické IR spektrum. [42]

Popsand metoda nese cenné informace o pfitomnych funkcénich skupinidch a molekulové
struktufe a je tedy vyuzivana i pro charakterizaci huminovych latek. IR spektroskopie je jako
jiné optické spektroskopie kvantitativni technika, ktera se fidi Lambert-Beerovym zdkonem a
dovoluje kvantitativni srovnani specifickych vazeb absorbujicich v IR oblasti mezi rozdilnymi
huminovymi latkami. FT-IR technika poskytuje informace podobné jako NMR spektroskopie,
avSak FT-IR vyzaduje daleko men$i mnozstvi vzorku a kratSi méfici ¢as a proto je tato
technika velmi vhodné pro zjiStovani vlastnosti a struktury huminovych latek. [43]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

K experimentiim byly pouzity nasledujici chemikalie:
huminové kyseliny,

kyselina chlorovodikova 35%,
hydroxid sodny,

kyselina fosfore¢na 85%,
kyselina octova 99,8%,
kyselina borita,

hydrat octanu vépenatého,
bromid draselny,

mili-Q voda,

deionizovana voda,

a pristroje:

spektrofotometr UV/VIS (Hitachi U 3300),
spektrofotometr FT-IR (Nicolet impact 400),

pH metr (Mettler Toledo),

automaticka byreta,

ultracentrifuga (Rotina 46 R),

CHNSO Microanalyser Flash 1112 (USMH AVCR Praha),

TG analyzator Q500.

Tabulka IV: Elementdrni sloZeni jihomoravského lignitu [62]
slozka hmotnostni %
voda 48-50
popel 11,6-13,2
hoflavina 39,1-40,3
vodik 2,15
uhlik 25,91
kyslik 10,92
sira (celkova) 0,81

sira (organickd) 0,48
sira (pyritova) 0,27
dusik 0,32
halogenidy <0,01

3.2 Priprava huminovych kyselin

Pro experimentalni ¢ast této prace byly vyuzity huminové kyseliny extrahované
z jthomoravského lignitu. Tabulka (Tabulka IV) uvadi elementarni sloZeni jthomoravského
lignitu.

Lignit byl po dobu 12 hodin michan s0,5 M NaOH v poméru 20 g na 1 dm’. Vznikla
suspenze byla ponechana v klidu pfes noc a druhy den byl slit roztok nad pevnou fazi a
nasledn& okyselen 20% HCI az do pH 1. Pevny podil byl zalit opét 1 dm’ extrakéniho
roztoku, ktery byl po 1 hodiné michani slit a okyselen stejnym zplisobem. Z obou takto
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ziskanych roztoktli, nechanych pies noc v lednici se vysrazely huminové kyseliny. K jejich
separaci od roztoku bylo pouZito odstiedovani (4000 min™"), poté byly huminové kyseliny
nekolikrat promyty vodou a centrifugovany do vymyti Cl” iontli a vysuSeny v suSarn¢ pfii
50 °C.

3.3 Frakcionace huminovych kyselin

Frakcionace huminovych kyselin byla provedena metodou postupné frakcionace podle pH. Ta
spociva v tom, Ze se huminové kyseliny rozpousti v pufru o daném pH (v urCitém pomeéru).
Nerozpusténa frakce HK se pouzije v dalsim kroku pro rozpousténi v pufru o nejbliz§Sim
vy$§im pH. V kazdém dalSim roztoku je tedy rozpousténo mensi mnoZstvi HK neZ v roztoku
predchazejicim.

K frakcionaci byl pouzit univerzalni pufr, skladajici se z kyseliny fosforecné, kyseliny octové,
kyseliny borité a hydroxidu sodného.

Do 2 dm’ roztoku o pH = 2 bylo p¥idano 40 g huminové kyseliny. Takto vytvofeny roztok o
koncentraci 20 g«dm™ byl po dobu 48 hodin protfepavan v uzaviené nadob&. Po usazeni
nerozpusténé ¢asti byl roztok nad ni opatrné slit. Tento roztok obsahujici rozpusténou
huminovou kyselinu byl analyzovan UV/VIS spektroskopii a nésledné z néj byly okyselenim
pomoci 35% HCI vysrdaZeny huminové kyseliny. Vysrdzené huminové kyseliny byly
zfiltrovany, promyty, vysuseny pii 50 °C, zvazZeny a pouzity pro dals$i méfeni.

Nerozpustény podil byl vysuSen pii 50 °C, zvadZen a pouZit jako vychozi mnoZstvi pro
rozpousténi v roztoku o nejbliz§im vyssim pH. Timto zplsobem byla postupné vytvoiena
série roztoki o pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12.

3.4 Pouzita instrumentalni metodika

3.4.1 Ultrafialova a viditelna spektroskopie

Vzorky byly do pfistroje vkladany v kiemennych kyvetach o tloustce 10 mm, propustnych
pro ultrafialovou i viditelnou oblast elektromagnetického zafeni v rozmezi vinovych délek
200-800 nm.

Byly méteny:

e frakce huminovych kyselin frakcionovanych postupnou frakcionaci v pufrech pii pH 4,
6, 8, 10, 12,

e vodné roztoky, ziskané 24h vytfepavanim vzorku frakci huminovych kyselin ziskanych
postupnou frakcionaci (rozpusténé pii pH 6, 8, 10, 12; nerozpustény zbytek pii pH 12 a
vzorek pivodni huminové kyseliny), pro kazdou takovou frakei byly pfipraveny vodné
suspenze o koncentracich 4, 12, 20, 28 a 40 g-dm’3,

e vodné roztoky, ziskané 24h vytfepavanim vzorku frakci huminovych kyselin ziskanych
primou frakcionaci (rozpusténé pii pH 8, 10, 12), pro kazdou takovou frakci byly
pripraveny vodné suspenze o koncentracich 4, 12, 20, 28 a 40 g-dm™,

e frakce huminovych kyselin v 0,1 M NaOH, ziskané postupnou frakcionaci (rozpusténé
pii pH 6, 8, 10, 12; nerozpustény zbytek pii pH 12 a vzorek plvodni huminové
kyseliny).
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Vsechny vzorky byly do kyvet protlaeny pies 20 um membrany tak, aby se zabrénilo pii
méfeni pritomnosti nerozpusténych ¢astic, které by mohly absorbanci zkreslit.

Vzorky byly méfeny vcelém rozsahu vlnovych délek pfistroje, a to 200-800 nm.
Z naméfenych spekter byly odecitany absorbance odpovidajici vinovym délkdm 280, 400,
465, 600, 665 nm.

3.4.2 Infracdervena spektroskopie

Spektra byla métena v pevné fazi s vyuzitim KBr, jehoz vyhodou oproti Nujolu pii méfeni
pevnych vzorki je fakt, Ze je pro IR zafeni zcela transparentni. Nevyhodou spekter méfenych
v tableté KBr, je ze KBr je silné hygroskopicky, takze bez ohledu na strukturu studované
latky nachdzime ve spektrech pasy odpovidajici O—H absorpcim. Pro minimalizaci tohoto
efektu, byl KBr vzdy zihan.

Pii ptipravé tablet se v achatové misce smichaly a dikladné zhomogenizovaly asi 2 mg
huminové kyseliny s 200 az 300 mg KBr a ve specialnim lisu byly vytvoreny tablety, které se
vkladaly ptfimo do spektrometru.

Bylo proméfeno pozadi vzorku, tzn. tableta z Cistého KBr bez huminové kyseliny a ziskana
spektra frakci rozpusténych pti pH 4, 6, 8, 10, 12, ptivodni huminové kyseliny (P) a frakce
huminové kyseliny nerozpusténé pti pH 12 (N).

3.4.3 Titrace ke stanoveni karboxylové kyselosti

V této praci pouzitd metoda octanu vapenatého patii mezi nejbéznéjsi metody stanoveni
obsahu karboxylovych skupin v huminovych kyselinach. [47]
Cilem této techniky je pievést komplexni smés kyselin v huminovych latkach na ekvivalentni
mnozstvi kyseliny octové podle rovnice:

2RCOOH + Ca(CH,C00), «» Ca(RCOO0), +2CH,COOH (2)

Principem metody je tedy to, ze vodiky karboxylovych skupin nahradi vapenaté ionty octanu
a vznikla kyselina octova se pak titruje roztokem hydroxidu sodného o zndmé koncentraci. [8]
Byl ptipraven 2 M roztok monohydratu octanu vapenatého. Do 100 ml Erlenmayerovy banky
bylo navazeno 50 mg vSech ziskanych frakci huminovych kyselin (rozpusténych pti pH 4, 6,
8, 10, 12, nerozpusténé frakce pti pH 12 a pivodni huminové kyseliny), nepipetovano 50 ml
roztoku octanu vapenatého. Parafilmem uzaviené baiiky byly poté 24 hodin protiepavany.

Po 24 hodinéch byl obsah Erlenmayerovych banek ptefiltrovan ptes skladany filtr do 100 ml
odmérnych banek pti kvantitativnim vyplachnuti destilovanou vodou a nasledném promyvani
na filtru. Nakonec byly odmérné banky doplnény deionizovanou vodou po znacku.

Na titraci bylo vzdy odpipetovano 25 ml z odmérné banky a pomoci automatické byrety byl
vzorek titrovan 0,1 M NaOH. Pro kazdou frakci byly provedeny tfi titrace. Titrovan byl i
slepy pokus, ktery byl pfipraven stejné jak je popsano, pouze bez navazky huminovych
kyselin.

Spotieba titracniho ¢inidla byla poté odecitana pii pH 9,8.

Obsah karboxyli byl vypocten zrozdilu mezi spotiebou standardniho roztoku pfi titraci
vzorku huminové kyseliny a slepého vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Charakterizace pavodnich huminovych kyselin

Pivodni huminové kyseliny z jihomoravského lignitu pouzité pro frakcionaci byly
charakterizovany pomoci elementdrni analyzy (CHNSO Microanalyser Flash 1112)
(Tabulka V). Zastoupeni jednotlivych prvk odpovid4 tdajim publikovanym pro lignitické
huminové kyseliny. [60] Protoze po izolaci huminovych kyselin nebyl zafazen zadny
purifikacni proces, byl obsah popela ve vzorku pomérné vysoky (Tabulka VI). Soucasti prace
je mimo jiné ovéfit, jaky ma pouzity postup frakcionace vliv na ¢istotu ziskanych vzorki.

Tabulka V: Elementarni sloZeni piivodni huminové kyseliny (at. % vztazena na suchy vzorek
bez popela)

C H O N S H/C O/C
at. % 40,09 41,22 16,77 1,53 0,39 1,03 0,42

Tabulka VI: Obsah vihkosti a popela piivodni huminové kyseliny

vlhkost  popel
hm. % 4,79 30,20

FT-IR spektrum pavodni HK je zndzornéno na obrazku (Obrazek 7). V rozmezi
3600-3000 cm™ se nachézi Siroky pas, ktery piislugi valenénim vibracim —OH skupin
spojenych vodikovymi miustky. Tento pas je natolik Siroky, ze prekryva nékteré dalsi dilezité
prvky spektra. Pozorovand oblast pas 3000-2800 cm” piislu§i symetrickym a
antisymetrickym valen¢nim vibracim skupin —CH,— a —CH;3—. Intenzita téchto past je vSak
nizka, zfejmé kvili c¢astecnému piekryvu pasem —OH vibraci. Nelze je presnéji piifadit také
v disledku polymorfniho zastoupeni uvedenych skupin v riznych molekuldrnich formach.
Soubor absorp&nich past mezi 1800—1700 cm™ patti valenénim vibracim karbonylové funkéni
skupiny karboxylti a esterti, pas mezi 1700-1600 cm™ miize patfit zminénym skupinidm C=0,
ale také miize patfit deformacnim vibracim —NH; skupin ve struktufe aminokyselin. Valen¢ni
vibrace -NH, skupin, bézné se vyskytujici v oblasti 34503250 cm™ jsou v analyzovaném
vzorku opét prekryty vyznamnym pasem hydroxylovych skupin. Dale mtzeme v oblasti
1500-1350 cm™ vidét deformacni vibrace —CH, skupin a spiazené valenéni vibrace C—O
vazeb s rovinnymi deformacnimi vibracemi O-H vazeb patiici karboxylovym skupinam.
Absorpce v rozmezi 1350—1200 cm™ indikuje piitomnost ketonickych a esterovych struktur a
pii 1200 cm™ se projevuje deformagni vibrace fenolovych skupin.

Ostry pik, ktery lze charakterizovat vlno&tem 1020 cm™ nalezi C—O—C vazbam v anhydridech
a esterech nebo byva piipisovan vazbé Si—-O a jeho pfitomnost napovida necistotdm
ve vzorku.
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Obrazek 7: FT-IR spektrum piivodniho vzorku huminovych kyselin (P)

4.2 Postupna frakcionace huminovych kyselin

Metoda postupné frakcionace huminovych kyselin prokézala, Ze rozpustnost téchto latek pti
nizkém pH je velmi nizké4 (Tabulka VII). Pti pH 2 (frakce 1) se nerozpustilo zddné mnozstvi
huminové kyseliny, pifi pH 4 (frakce 2) bylo toto mnozstvi tak malé, ze se po vysrazeni
pomoci HCI do pH 1 nepodatilo huminovou kyselinu kvantitativné ziskat. Prvni hmatatelny
vytézek rozpusténé frakce postupnou frakcionaci byl ziskan az pii rozpousténi pii pH 6
(frakce 3) a dosahoval pouze 1 %. Proto byl frakcionovany nerozpustény podil op&tovné
rozpoustén v pufru o stejném pH (pH 6) a ziskany podil rozpuiténé frakce (frakce 3°) byl
tentokrate zhruba desetinasobné vyssi (dosahoval vice nez 10 % z rozpousténého mnozZstvi).
Zde se pravdépodobné projevil efekt pozorovany jiz pii piimém rozpousténi ptivodni HK
v pufrech o rizném pH, kde byly pfi pouziti kyselych pufrd ziskdny velmi malé vytézky a
nerozpusténé zbytky byly k dal§imu rozpousténi ve vodé mnohem rezistentnéjsi. S postupnym
zvySovanim pH pouzitého pufru tato rezistence postupné klesala, az pti pH 12 bylo dosazeno
extrémné vysoké rozpustnosti zbytku. Vyssi ucinnost opétovného rozpousténi pii pH 6
byla zaznamendna pii rozpousténi v pufru o pH 8 (frakce 4). Piekvapivé nizsi procentuelni
vytézek (cca 28 %) byl ziskan frakcionaci pti dalsi postupné hodnoté pH 10 (frakce 5). Spise
nez nizké rozpustnosti pii pH 10, lze tento fenomén ptisoudit vyssi rozpustnosti v pufru o pH
8, coz by mohlo byt zplisobeno dvakrat provadénou frakcionaci huminové kyseliny v pufru o
pH 6, ¢imZ mohlo dojit k nepfimému naruseni struktury huminové kyseliny, ktera se projevila
znatelng vyssi tendenci rozpoustét az v pufru o dalSim postupném pH, tedy pH 8.
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Nejvice alkalické prosttedi pH 12 (frakce 6) prokdzalo jednoznacné nejvyssi schopnost
rozpoustét huminové kyseliny. Vytézek rozpusténé frakce v pufru o pH 12 dosdhl témét
47 %.

U vSech rozpusténych frakci doslo po 48 hodindch protiepavani a néasledném odstani
k poklesu pH. Jednotlivé vytézky a hodnoty pH pted a po frakcionaci jsou vyneseny v tabulce
(Tabulka VII).

Nerozpustény zbytek po frakcionaci pti pH 12 vykazoval pred vysusenym gelovité chovani.
Po vysuseni pfi 50 °C vsuSarné byly pozorovany lesklé castice sbilym povlakem.
(Ptiloha 2)

Tabulka VII: Vytezky frakcionace a zavislost pH na rozpustnosti
oznaceni pH pufru pied pH pufru po podil rozpusténé HK

frakce frakcionaci frakcionaci (hm. %)
1 2,09 2,03 —

2 4,17 4,01 —

3 5,88 5,86 0,98

3 5,97 5,61 10,73

4 7,96 7,46 36,37

5 9,99 9,38 28,27

6 11,95 11,78 46,65

Interesantni je porovnani s metodou pifimé frakcionace. Souctem vSech dil¢ich vytézka
(frakce 3, frakce 3", frakce 4, frakce 5, frakce 6), které byly ziskany postupné az do pH 12
ziskavame témét 88,5% vytéZnost z plivodniho mnozstvi. Metodou ptimé frakcionace v praci
[59] bylo pii pH 12 rozpusténo jen 56,6 % ptvodnich 40 g HK. Souctem vytézkl vSech frakei
postupné rozpusténych pifi pH < odpovidajicimu pH frakce pfipravené piimou frakcionaci
byla ve vSech piipadech, kdy byl evidovan hmatatelny vytézek, ziskdna vyss$i vytéznost.
Takovéto porovndni je patrné z tabulky (Tabulka VIII).

Tabulka VIII: Srovndni vytézkii diskutovanych metod frakcionace (uvedené hodnoty postupné
frakcionace byly vypocteny ze souctu vSech vytézku ziskanych pri odpovidajici nebo nizsi
pocatecni hodnoté pH pouzitého pufiru)

vytézek z pivodniho mnozstvi (hm. %)

pH piima frakcionace [59] postupna frakcionace
4 2,4 -

6 3,9 11,0

8 7,6 43,0

10 20,4 64,8

12 56,6 88,5

4.3 Obsah karboxylovych skupin v ziskanych frakcich

U vsech ziskanych frakei byla stanovena karboxylova kyselost titracni metodou popsanou
v kapitole 3.4.3.

V tabulce (Tabulka IX) je souhrn vypocitanych hodnot karboxylové kyselosti. Nejvyssi obsah
karboxylovych skupin ze vSech rozpusténych frakei byl zjistén ve frakci rozpousténé pii pH 6
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(frakce 3). Jako jedina ze vSech frakci také utvofila s roztokem octanu vépenatého znatelné
hnédé zabarveni. Obsah karboxylovych skupin v této frakci byl o nékolik jednotek vyssi nez u
druhé¢ frakce, opétovné rozpusténé pii pH 6. Obecné I1ze konstatovat, ze obsah karboxylovych
skupin s rostoucim pH frakce klesal, ptesto byl ve vSech rozpusténych frakcich vyssi nez
v ptivodnim vzorku huminové kyseliny. U nerozpusténého zbytku N (frakcionace pii pH 12)
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Obrazek 8: Priklad titracni krivky

Na obrazku (Obrazek 8) je uveden ptiklad titranich kiivek frakce rozpusténé pii pH 8 a
slepého vzorku.
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pouzité metod¢ frakcionace vzdy ve frakci nerozpusténé pii nejvyssim pH, tedy pH 12. Avsak
podivame-li se bliZe na tuto problematiku, je zfetelné, Ze u ptimé frakcionace se kyselost i pro
frakci ziskanou pti pH 12 (2,0 mmol COOH na gram HK) pohybuje ve stejném tadu jako u
ostatnich frakci (obsah COOH v pivodni HK byl 3,3 mmol na gram HK), zatimco obsah
COOH v nerozpusténé frakci (N) ziskané postupnou frakcionaci se o tad lisi.
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Tabulka IX: Obsah COOH skupin zjisteny titraci (mmol COOH na gram huminové kyseliny)

oznaceni frakce popis frakce obsah COOH
[mmol- g'l]

3 pH 6 13,20

3" pH 6 opétovné rozpusténa 8,69

4 pH 8 8,43

5 pH 10 7,91

6 pH 12 7,70

N nerozpustény zbytek (pH 12) 0,22

P ptvodni HK 3,51

4.4 Optické charakteristiky ziskanych frakci huminovych kyselin

Ziskané frakce i vzorek ptivodni huminové kyseliny byli charakterizovany spektroskopickymi
metodami.

4.4.1 Charakterizace UV/VIS spektroskopii

Jednotlivé rozpusténé frakce huminovych kyselin byly postupné charakterizovany UV/VIS
spektroskopii. Z komplexnich spekter v rozmezi 200—-800 nm byly zaznamenany piedev§im
hodnoty absorbanci vyzna¢nych vinovych délek 280, 400, 465 a 665 nm. Byly vypocteny
poméry absorbanci, které slouzi k charakterizaci huminovych kyselin v mnoha publikacich.
Pomér A(465 nm)/A(665 nm), oznaCovany jako Ess je nejCastéji pouzivany jako
tzv. humifikani index. Obvykle je pro huminové kyseliny <5,0 a sniZzuje se s rostouci
molekularni vdhou a stupném disperzity. Vysoky pomér ukazuje na nizky obsah aromatickych
castic a relativné vétsi obsah alifatickych struktur, zatimco nizky pomér mtze znacit relativné
vysoky podil aromatickych ¢astic. Huminové kyseliny s nejvyssim koeficientem Eys by mély
mit nejnizs$i odolnost. Vice humifikované a vice kondenzované (aromatické) substance jsou
star§iho pavodu. [48] [49]
Absorpéni pomér A(280 nm)/A(465 nm) odrazi pomér mezi lignitovymi strukturami
odolnymi vac¢i humifikaci a mnozstvim lignitu. Pomér A(280 nm)/A(665 nm) reflektuje
pomér mezi lignitovymi strukturami, které odoldvaji humifikaci a strukturami, které maji
tendenci ji podléhat. [50]
Také hodnota AlogK je spjata se stupném humifikace HK. Tvoii ji rozdil logaritmt
absorbanci huminovych kyselin pfi vinovych délkach 400 a 600 nm. Kumada [51] pak podle
této hodnoty déli HK na tfi kategorie:

e typ A, jehoz hodnota A logK je vyssi nez 0,6;

e typ B, kde hodnota A logK lezi v intervalu od 0,6 do 0,8;

e typ R, s hodnotou A logK lezici v intervalu od 0,8-1,1.
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Absorbance rozpusténych frakci pii hodnotach pH 8 a vys, byly pfedevSim v ultratialové
oblasti tak vysoké, ze je nepokryl méfici rozsah pfistroje. Uvedené hodnoty tedy odpovidaji
desetindsobnému, popiipad¢ stondsobnému fedéni. Z tabulky (Tabulka X), kde jsou uvedeny
absorpéni poméry ziskané méfenim po frakcionaci, je patrny velky rozdil v E46 pomérech
mezi frakcemi 2, 3 a ostatnimi frakcemi, rozpustnymi pii vy$$i hodnoté¢ pH. Ess pomér
ostatnich frakci dosahuje hodnoty vyssi nez 5. Nejvyssi je pro frakei 4 (pH 8), tedy frakci,

34



ktera vykazuje skokovy nartist rozpustnosti pii frakcionaci. Opomeneme-li tuto frakei,
muzeme konstatovat, ze pomeér E4/ roste se stoupajici hodnotou pH.

Hodnoty koeficientu Alog K u rozpusténych frakei 4, 5 a 6 (tedy pH 8, 10, 12) kolisaji
v rozmezi 0,6—0,8, coz zafazuje huminovou kyselinu do kategorie B. Alog K frakce 3 (pH 6)
je na pomezi dé¢lici hranice mezi typem A a typem B. Hodnota Alog K frakce 2 je
ze vsech nejnizsi.

Srovnani s praci [59] potvrzuje nejvyssi hodnotu E46 poméru pro frakci rozpusténou pii pH 8.
Tento pomér je pro frakce ptimo rozpusténé pii pH 8, 10, 12 vzdy vyssi nez pét, pouze pii pH
6 nedosahuje této hodnoty. Piijatelné¢ shody je dosdhnuto i pro hodnoty Alog K. VSechny
rozpus$téné i nerozpusténé frakce ziskané pifimou frakcionaci spadaji taktéz do kategorie ,,B*.

Tabulka X: Absorpcni pomeéry rozpustenych frakci postupnou frakcionact

oznaceni popis frakce Arsg0/465 Ars0/665 E4/6 pomér Alog K
frakce

1 pH 2 — — — —

2 pH 4 10,71 23,47 2,19 0,49

3 pH 6 4,52 25,98 2,88 0,59

4 pH 8 (10 x zfedéno) - - 5,53 0,73

5 pH 10 (100 x zfedéno) 4,87 25,35 5,21 0,69

6 pH 12 (100 x zfedeéno) 4,50 24,36 5,42 0,70

Tabulka (Tabulka XI) obsahuje optické charakteristiky rozpusténych frakci, nerozpusténého
zbytku a pivodni HK métené v 0,1 M roztoku NaOH. Vypoctené hodnoty Alog K vSech
vzorkl ukazuji, ze se jedna o huminové kyseliny typu B, jelikoZ se pohybuji v rozmezi 0,6 az
0,8.

E4s poméry vSech rozpusténych frakci véetné ptivodni HK znatelné ptekracuji hodnotu 5.
Tento pomér je pod touto hranici pouze u nerozpusténé frakce ,,N*.

Tabulka XI: Absorpcni pomeéry rozpusténych frakci, nerozpusteného zbytku a puvodni HK
merené v NaOH

oznaceni pOpiS frakce A280/465 A280/665 E4/6 pomér AlOg K
frakce
3 pH 6 4,94 30,19 6,11 0,76
3" pH 6 op&tovné 4,75 28,87 6,08 0,75
4 pH 8 4,25 22,08 5,19 0,69
5 pH 10 4,35 23,11 5,31 0,70
6 pH 12 4,36 23,26 5,33 0,70
N nerozpustény
zbytek 4,37 21,1 4,83 0,67
P puvodni HK 4,61 25,69 5,57 0,72

UV/VIS spektra vSech frakci rozpouSténych v NaOH vykazuji maximum v oblasti kolem
220 nm a to i po dal$im ziedéni 0,1 M NaOH v poméru 1:1. Maximum v takto zfedéném
vzorku se posune nepatrné ke krat§Sim vlnovym délkdm. Srovnani takovychto spekter se
spektrem frakce rozpousténé ve vode¢ piinasi zjisténi, ze v tomto piipad¢ zadné¢ maximum pii
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220 nm pozorovano neni. Naopak je pozorovano lokdlni maximum, nebo-li naznak pasu
s maximem kolem 250 nm, pfislusejici substituovanému aromatickému jadru (Obrézek 9).
[61]

UV/VIS spektra postupné ziskanych frakci méfena v NaOH dobfe koreluji se spektry
ziskanymi ptimou frakcionaci [59]. I zde byla pozorovana maxima odpovidajici vinové délce
220 nm. Stejné tak byly pozorovany naznaky maxim past pii 250 nm a to jak v rozpusténych
tak 1 nerozpusténych frakcich protfepavanych ve vodé.
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2 _
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1,5

1 - ===v NaOH

===v NaOH (zfedéno)

0,5 1 === r0zp. ve vod¢

0 I I I
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Obrazek 9: UV/VIS spektra frakce 5 rozpoustené v NaOH, resp. ve vodeé

4.4.2 Charakterizace FT-IR spektroskopii

Vyznacné charakteristické pasy jednotlivych funkcénich skupin vzorku ptvodni huminové
kyseliny pouzité k experimentim byly identifikovany a popsany v kapitole 4.1. Ziskana
FT-IR spektra jednotlivych frakci jsou porovnéna s plivodnim vzorkem a mezi sebou
navzdjem v této kapitole.

Stejn¢ jako v ptipadé ptivodni huminové kyseliny, také frakce ziskané postupnou frakcionaci
vykazuji stejné zakladni pasy, se kterymi se mizeme setkat v publikacich, které se zabyvaji
charakterizaci huminovych kyselin rizného ptivodu. Pozorovany byly pouze drobné nuance a
to predevsim v intenzité jednotlivych pasu.

Na obrazku (Obrazek 10) jsou spektra dvou frakei rozpusténych pii pH 6 (frakce 3,
resp. frakce 3°). Opé&tovné rozpousténa frakce (zelena kiivka) se svym spektrem lisi v oblasti
kolem 2900 cm™, kde neni pozorovan tak vyrazny pik. Oblast 3000-2800 cm™ piislusi
symetrickym 1 antisymetrickym valenénim vibracim skupin -CH,— a —CHj3. Frakce 3 (modra
kiivka) ma znateln& vyssi intenzitu piku s maximem 1033 cm™. Tento pik by mohl odpovidat
Si—O vazbam, coZ by napovidalo, Ze pfi opétovném rozpousténi pifi tomto pH, jiz nebylo
ptitomno tolik necistot.
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Spektra vSech rozpusSténych frakci si jsou vcelku podobnd (Obrazek 10, Obrazek 11,
Obrazek 12, Obrazek 13). Nejvétsi rozdil je na prvni pohled patrny u spektra vzorku, ktery
zbyl nerozpustény po frakcionaci pii pH 12. (Obrazek 14).

v

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
vinocet [cm'l]

transmitance

Obrazek 10: FT-IR spektra rozpusténych frakci pri pH 6 (modre je znacena frakce 3; zelené
opétovné rozpoustenda frakce 3*)

Zajimavé je srovnani relativni intenzity pasu vibraci karboxylovych skupin pfi 1720 cm™.
Rozpusténa frakce 3 (pH 6) prokazuje vyssi intenzitu tohoto pasu v porovnani s frakei 3°, tedy
opétovné rozpousténou frakci pii stejné hodnoté pH (Obrazek 10). Pfi prvnim rozpousténi se
tedy do roztoku uvolnilo vice karboxylovych skupin nez pfi opétovném rozpousténi. Toto
zjisténi koreluje s vysledky obsahu karboxylovych skupin uvadénymi v kapitole 4.3.

Intenzita tohoto pasu v nejvice alkalické a jediné nerozpusténé frakci (nerozpustény podil pii
pH12) se jevi zdaleka nejnizsi ze vSech méfenych spekter (Obrazek 14).
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Obrazek 11: FT-IR spektrum rozpusténé frakce 4 (pH §)
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Obrazek 12: FT-IR spektrum rozpusténé frakce 5 (pH 10)
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Obrazek 13: FT-IR spektrum rozpustené frakce 6 (pH 12)
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Obrazek 14: FT-IR spektrum nerozpusténé frakce N (pH 12)
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4.4.3 Obsah popela rozpusténych frakci

Ve vSech rozpusténych frakcich ziskanych postupnou frakcionaci, vyjma frakce 3, ktera jiz
nebyla k dispozici v dostatecném mnozstvi, byl zjiStovan obsah popela (TG analyzator Q500).
Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tabulka XII).

Tabulka XII: Obsah popela (hmotnostni %) rozpusténych frakci
frakce 3" frakce 4 frakce 5 frakce 6
popel [hm. %] 25,0 36,8 37,3 34,2

4.5 Rozpustnost frakci huminovych kyselin

Pivodni huminova kyselina (P), rozpusténé frakce pii pH 6, 8, 10, 12 a frakce pti pH 12
nerozpusténa (N) byly dale studovany ve vztahu k rozpustnosti ve vodé. Vysledky byly
srovnany s vysledky studia rozpustnosti vzorki frakei ziskanych ptimou frakcionaci pfi pH 8,
10, 12. Mnozstvi frakce 3, bylo jiz tak malé, Zze byly piipraveny pouze koncentrace
4,20, a40 g-dm™.

4.5.1 UV/VIS spektra

Spektra frakci vytfepavanych do vody po dobu 24 hodin v péti koncentracich (4, 12, 20, 28 a
40 g-dm™) prokazuji jasnou tendenci sniZovat absorbanci s rostouci hodnotou pH, pii kterém
byly frakcionovany. Nejvyssi hodnoty absorbance jsou pozorovany u frakce 3, naopak
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vzorku frakce ziskané pti pH 8 je nejvyssi. Stejny vyvoj nebyl pozorovan v praci [59], kde
autor sledoval optické charakteristiky nerozpusténych frakci (pfima frakcionace), taktéz
nasledné rozpousténych ve vodé. Mezi spektry jednotlivych frakei (pH 4, pH 6, pH 8, pH 10)
nebyl pozorovan velky rozdil. Néktera spektra se dokonce protinala, piesto autor konstatoval
mirny nartst absorbance od pH 4 k pH 10 a to hlavn¢ v ultrafialové oblasti mezi 200—400 nm.
Frakce (pH 12) se zcela vymykala, absorbance zde byla srovnatelné s ostatnimi frakcemi az
po 30nasobném ziedéni.

Pokud se jedna o stejnou frakci naseho méteni, roste absorbance s rostouci koncentraci, tak
jak je patrné z obrazku (Obréazek 15), na kterém jsou znazornéna spektra frakce 6 (pH 12) o
ruznych koncentracich. I zde jsou patrné naznaky pasu s maximem kolem 250 nm, coz je
vilnova délka, ktera pfislusi substituovanému aromatickému jadru.

Studium nerozpusténych frakci pfimou metodou [59] potvrzuje, ze s rostouci koncentraci
vzorkli ve vodé se hodnoty absorbance taktéz zvySuji. To je zplsobeno vétsim mnozstvim
rozpusténé HK ve vodé. Stejn€ jako v naSem ptipad¢€, bylo autorem pozorovano znatelnéjsi
zbarveni méteného roztoku s rostouci koncentraci.
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Obrazek 15: UV/VIS spektra vzorku frakce 6 rozpousténého ve vodé pri riiznych
koncentracich

4.5.2 pH a vodivost

Po 24 hodinovém protiepavani vodné suspenze bylo méfeno pH a vodivost vsech
rozpu§ténych frakei (37, 4, 5, 6), nerozpusténého zbytku (N) i piivodni huminové kyseliny (P),
ptipravenych o riznych koncentracich.

Pti srovnani pH jednotlivych frakeci po protfepavani je z grafu (Obrazek 16) patrny mirny
pokles hodnoty pH od frakce 3" k frakci 4. Mezi frakcemi 4 a frakcemi 5 dochézi k ristu pH u
viech koncentraci a k frakci 6 roste znatelngji pH pouze s koncentraci 4 g-dm™. Hodnota pH
nerozpusténé¢ho zbytku (N) zlstava v alkalické oblasti, coz svéd¢i o tom, ze jednotky do
kterych se frakce rozpadla obsahuji jen velmi malo kyselych skupin, coz potvrzuji 1 vysledky
méteni obsahu karboxylovych skupin v tomto nerozpusténém zbytku (kapitola 4.3). Relativné
nizké hodnoty vodivosti nerozpusténé frakce (Obrazek 17) napovidaji menSimu poctu
karboxylovych skupin a tedy mensimu poctu disociovanych iontd schopnych vést elektricky
proud.

Uvedené vysledky jsou zdanlivé v rozporu s o¢ekavanim. Z méteni karboxylové kyselosti by
byl predpokladan spise nartist pH od frakce 3° po frakci 6. Ovsem podobné zavislosti byly
ziskany i v predchozi praci [59].

V préci [59] byl u nerozpusténych frakei pozorovan témét pravidelny mirny pokles pH od
frakce pHy 4 k frakci o pHy 10, zatimco pro nerozpusténou frakci o pHy 12 se objevil skokovy
nartst a pH po protifepavani vystoupilo az k hodnoté 7. Stejné¢ jako v naSem piipadé, tak i
v piipad¢ ptfimé frakcionace, vykazovala nerozpusténa frakce (pHo 12) nejniz$i hodnoty
vodivosti ze vSech frakci.
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Obrazek 17: Zavislost vodivosti na druhu frakce
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Obrazek 18: Zavislost pH po rozpousteni ve vode na pH pri frakcionaci a pouzité metode,
koncentrace 20 g-dm™

Na obrazku (Obrazek 18) je srovnani riznych metod frakcionace podle pH. Autor [59] pouZzil
metodu piimé frakcionace a stejny vzorek huminové kyseliny rozpoustél pii stejnych
pocatecnich hodnotach pH. Zelena kolecka znaci nerozpusténé frakce pfi daném pH, Cervend
kolecka rozpusténé frakce. Modra koleCka symbolizuji postupnou frakcionaci — konkrétné
frakce 3~ (pHo 6), 4 (pHo 8), 5 (pHo 10), 6 (pHy 12).

4.5.3 Disociacni a rozpoustéci rovnovaha

Frakce huminovych kyselin jsou ¢astecné rozpustné ve vodé. Na zakladé experimentalnich
dat byl ptedloZen vicestupiovy mechanismus interakce huminové kyseliny s vodou obsahujici
piimou rovnovahu mezi disociovanou huminovou kyselinou z pevného stavu a rozpusSténou
huminovou kyselinou s jeji naslednou disociaci. Tento mechanismus byl popsén a
experimentalné ovéfen na vzorku huminovych kyselin izolovanych ze stejného lignitu v praci
[1][38]. Schéma mechanismu je na obrazku (Obrazek 19).

1 2 + -
HA «—HA, ,«—H, + Ay,
$3
. )
Hag +Ag

Obrazek 19: Schéma vicestupiiového mechanismu disociace HK [1]
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Pro materidlovou bilanci syst¢tmu HK — voda (HK — H,0O) je vhodné zavést nasledujici
znadeni: x je koncentrace H' z HA 4q) (rovnice 2), y je koncentrace H' z HA ) (rovnice 3), w je
koncentrace H' z vody a ¢ je Gas.

V tabulce je uvedena materidlova bilance systému (Tabulka XIII).

Tabulka XIII: Materidlova bilance systemu HK — H>O

[HA(aq)] [H+(aq)] [A_(aq)]
t=0 0 wo 0
t>0 k'm -x xXty+w X

Rovnovazna konstanta reakce 2 na obrazku (Obrazek 19) pak je definovéna:

[H'J-[A ] _[(x+y+w)-x] G
[HA] k-m-x

kde kje konstanta imé&rmosti, m je celkovd hmotnost huminovych kyselin v 1000 cm™

disperze.

Predpokladejme, Ze y + w << x a proto mizeme provést nasledujici zjednoduSeni:

2
X

T (k-m-x)

(4)

po linearizaci dostaneme:
s-m
=0 )

kde s = k'K je smérnice ptimky x = f (2) . [38]
X

U rozpusténych frakci ziskanych metodou postupné frakcionace byla tato zavislost zkoumana
a vypoctené hodnoty rovnovazné konstanty, resp. konstanty imérnosti ziskané pro standardni
koncentraci ci = 1 moldm™ jsou uvedeny v tabulce (Tabulka XIV).

Tabulka XIV: Zdanlivé rovnovazné konstanty a konstanty umernosti frakci

frakce K k [dm’: g'l]
3 3,09-107 1,03-10°
3" 7,78-10 7,25-10™
4 1,23-102 1,25:10°
5 8,58-10 9,92:10™
6 1,70-102 7,97-10"

Na obrazku (Obrazek 20) je rozpoustéci a disociatni rovnovaha systému frakce 3'— voda,
ziskaného postupnou frakcionaci. Zavislost vykazuje linearni pribéh.

Na obrazcich (Obrazek 21, Obrazek 22) Ize srovnat pribch zavislosti pro frakce rozpusténé
pti stejném pH (pH 8, resp. 10), avSak odliSnou metodou. Zatimco na obrazku (Obrazek 21) je
znovu systém ziskany postupnou frakcionaci vykazujici opét vcelku linedrni priabeh
zavislosti, obrazek (Obrazek 22) zobrazuje rozpusténé frakce, ziskané metodou piimé
frakcionace. Zde si miizeme povSimnout znacného zakftiveni.
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Obrazek 20: Rozpoustéct a disociacni rovnovaha v systému rozpusténd frakce 3 — voda
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Obrazek 21: Rozpoustéci a disociacni rovnovaha v systémech: rozpusStend frakce 4 — voda,
rozpustena frakce 5 — voda (postupna frakcionace)
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Obrazek 22: Rozpoustéci a disociacni rovnovaha v systémech: rozpustena frakce 4 — voda,
rozpustend frakce 5 — voda (primd frakcionace)



5 ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na studium frakcionace huminovych kyselin podle pH
pouzit¢ho pufru. Byla zvolena metoda postupné frakcionace, kdy se vzorek huminovych
kyselin izolovany z jihomoravského lignitu rozpoustél v pufru o pocatecni hodnoté pH 2.
Nerozpustény zbytek se pouzil jako vychozi pro frakcionaci pii nejbliz§i vyssi pocatecni
hodnot¢ pH pufru. Takto byla ptipravena fada rozpustnych frakci.

Metoda postupné frakcionace potvrdila, Ze rozpustnost huminovych latek je v pufrech o
nizkém pH velmi nizka. Pfi pocatecni hodnoté pH pufru 2, resp. 4 nebyl rozpustén zadny
zieteln&jsi podil. Vice jak 10% podil rozpusténé €asti byl pozorovan az pii dal§i postupné
hodnot¢ pH (pH 6) a to teprve opetovnym rozpousténim pfti této hodnoté. S rostouci hodnotou
pH rozpustnost rostla. Nejvyssi rozpustnost byla pozorovana pro nejvice alkalicky pufr
(pH 12) a dosahovala bezmala 47 % rozpouSténé¢ho mnozstvi.

Srovnanim pouzit¢ metody s metodou piimé frakcionace plyne zjiSténi, ze UCinnost
rozpustnosti pro metodu postupné frakcionace prevysSuje ucinnost pfimé frakcionace, avSak na
ukor Cistoty ziskanych frakei.

Z vysledkti méfeni karboxylové kyselosti je zfejmé, Ze obsah karboxylovych skupin klesa od
frakce 3 k frakci 6. Kyselost nerozpusténého zbytku (pH 12) je fddové nizsi nez u vsech
rozpustnych frakci. Pfi pouziti postupné frakcionace byl obsah karboxylovych skupin
v nerozpusténém zbytku (pH 12) asi devétkrat nizsi nez pfi frakcionaci piimé.
Spektroskopické charakteristiky podle Kumady [51] zatazuji ziskané frakce vesmés do
kategorie B. Poméry E4 vypovidaji o vy$§im obsahu alifatickych skupin a nizs§i aromaticité
(u frakei 2, 3 se tento pomér znacné 1isi).

FT-IR spektra rozpusténych frakei i piivodniho vzorku si byla znaéné podobna. Rozdily byly
shledany pouze v intenzit¢ nckterych pika, predevsim vibraci karboxylovych skupin pfi
vinové délce 1720 cm™. Rozdily téchto intenzit koreluji s vysledky obsahu karboxylovych
skupin v jednotlivych frakcich.

Pti studiu rozpustnosti ziskanych frakei bylo potvrzeno, Ze rozpuSténé mnozstvi frakce ve
vodé roste s koncentraci rozpousténého vzorku. Absorbance se snizuje s rostouci hodnotou
pH pouzitého pufru, pii které byl vzorek frakcionovan. Po 24 hodinovém prottepavani frakci
ve vodé se ustali pH vSech rozpustnych frakci na hodnotach v rozmezi 1,8-2,6 v zavislosti na
Skutec¢nost, ze pH nerozpusténé frakce je vysoké (zustava nad hranici 10,6) spolecné
s nizkymi hodnotami vodivosti naznacuji, ze je v této frakci obsazeno velmi malé mnozstvi
karboxylovych skupin.

Soucasti prace je i studium disociacni a rozpoustéci rovnovahy systému HK — voda. Pro
vSechny rozpusténé frakce byly vypocteny hodnoty zdanlivé rovnovazné konstanty disociace
kyselych skupin HK rozpusténych ve vodé a konstanty umérnosti mezi mnozstvim HK
rozpusténym ve vodé a mnozstvim za danych podminek nerozpusténym. Hodnota konstanty
umérnosti k£ je nejvyssi u frakce 4, coz znacdi, Ze v této frakci je nejvyssi podil rozpustnych
frakei 3, pficemz pomérné vysoké hodnoty dosahuje 1 u frakce 4. Rozpustné podily frakci 4 a
6 jsou tedy nejvice disociovany.
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7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BHA hnédé huminové kyseliny

CZE kapilarni elektroforéza

DOC rozpus$tény organicky uhlik

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

EPR elektronové paramagneticka rezonance

FK fulvinové kyseliny

FT Fourierova transformace

GHA Sed¢ huminové kyseliny

GPC gelova permeacni chromatografie

HL, HS huminov¢ latky

HK huminové kyseliny

HPSEC vysokotlakd rozmérove vyluCovaci chromatografie
HU huminy

IC, IR infracervena oblast spektra elektromagnetického zareni
IHSS Mezinarodni asociace pro huminové latky

MSP membranove separacni procesy

NMR nuklearni magneticka rezonance

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

SEC rozmérove vylucovaci chromatografie

SDS dodecylsulfat sodny

UF ultrafiltrace

uv ultrafialova oblast spektra elektromagnetického zatreni
VIS viditelna oblast spektra elektromagnetického zéteni
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Piivodni vzorek lignitickych huminovych kyselin (zvétseno 5 %)
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