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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem konformace a molekularni organizace huminovych
kyselin ve vodnych roztocich. Huminové latky maji heterogenni a polydisperzni povahu,
proto nebyla doposud zcela objasnéna jejich sekundarni struktura stejné jako jejich
konformaéni usporadani. Konformace huminovych latek v roztocich jsou pfevazné
stabilizovany slabymi disperznimi silami, jako jsou Van der Waalsovy, n-n, CH-n interakce
a vodikové vazby. Huminové latky v roztocich maji tendenci tvofit agregaty, které jsou
drzeny pohromad¢ piedevs§im intermolekularnimi hydrofobnimi interakcemi. Byly pfipraveny
koncentra¢ni fady huminovych kyselin ve tiech riiznych prostfedich se stejnou iontovou silou:
NaOH a NaCl (pfipraveny bud’ neutralizaci NaOH pomoci HCI, nebo ptimym fedénim
roztokem NaCl). Pro stanoveni konformace a molekularni organizace huminovych kyselin ve
vodnych roztocich byly pouzity nasledujici analytické metody: potenciometrické stanoveni
pH, piima konduktometrie, ultrafialova a viditelna spektrometrie, méfeni hustoty, dynamicky
rozptyl svétla, laserovd Dopplerova velocimetrie a vysoce rozliSovaci ultrazvukova
spektrometrie. Bylo potvrzeno, ze konformace a molekularni organizace huminovych kyselin
ve vodnych roztocich zavisi nejen na pH prostiedi, ale i na jeho chemické povaze
a koncentraci pti stejném pH. Vysledky ukazaly, ze hydrodynamicky primér castic se
vyrazné zvySuje v prostiedi NaCl pfipraveném neutralizaci NaOH pomoci HCI zvlasté pti
nizkych koncentracich huminovych kyselin, ¢emuz odpovidaji i vy$si hodnoty zjisténého zeta
potencidlu. Koncentraéni zdvislosti ultrazvukové rychlosti a stlacitelnosti roztoki
huminovych kyselin v danych prostfedich rovnéZ ukazuji na zmény konformace
a molekularni organizace korespondujici s vysledky ostatnich pouzitych metod.

KLICOVA SLOVA

Huminové latky, huminové kyseliny, konformace, molekularni organizace, dynamicky
rozptyl svétla, vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie



ABSTRACT

This diploma thesisleals with the conformation and molecular organization of humic acids
in aqueous solutions. Humic substances have heterogeneous and polydisperse nature,
therefore their secondary chemical structure has not yet been defined properly, neither has
their conbrmational arrangement. The conformation of humic substances in the solutions
is mainly stabilized by weak disperse forces, such as Van der Wa&ats, <&dnteractions

and hydrogen bonds. Humic substances in the solutions tend to form aggregateshbht ar
together mostly by the intermolecular hydrophobic interactions. Concentration series
of humic acids were prepared tihree different mediums of constant ionic strength: NaOH
and NaCl (prepared either by neutralization NaOH by HCI or didéation by solution

of NaCl). Several analytical methods have been used to determine conformation
and molecular organization of humic acids: potentiometric determination of pH, direct
conductometry, ultraviolet and visible spectroscopy, density measurememinidyhght
scattering laser Doppler velocimetrand high resolution ultrasound spectrometry. It was
confirmed that the conformation and molecular organization of humic acids in aqueous
solutions depend not only on pH of medium, but they also depend amocethanature and
concentration with the same pH. Results showed that hydrodynamic diameter of particles
is significantly increasing in NaCl medium prepared by neutralization NaOH by HCI,
particularly at low concentrations, which corresponds to higheresabf zeta potential
obtained. Concentration dependencies of ultrasonic velocity and compressibility also indicate
the changes in conformation and molecular organization corresponding with results from
other methods used.

KEY WORDS

Humic substances, humic acids, conformation, molecular organization, dynamic light
scattering, high resolution ultrasound spectrometry
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat zmény konformace a molekularni organizace
huminovych kyselin ve vodnych roztocich v zdvislosti na jejich koncentraci a zptisobu
a podminkach pfipravy. Zjistit jejich chovani ve tfech riznych prostfedich o konstantni
iontové sile.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Huminové latky

Rozkladnymi a syntetickymi pochody se z odumielé rostlinné a zivoc¢isné hmoty v pudé tvori
tzv. humus, tmav¢ zbarvena amorfni organickd slozka pidy. Humifikuje se zhruba polovina
primarni organické hmoty, zbytek se mineralizuje. OdliSuje se piidni a vodni humus, které
se svym slozenim ponékud 1i$i. Vodni humus je méné¢ stabilizovan nez piidni humus.

Humus se hromadi v pid¢, raSelinistich a dnovych sedimentech, odkud rozpustné podily
humusu piechdzeji do povrchovych nebo podzemnich vod. Nejvice humusu obsahuje raselina
(40 hm. % az 50 hm. %). Pfi humifika¢nich pochodech vznikaji zpocatku ve vodé castecné
rozpustné huminové latky (HL), které maji tmavohnédou az Zlutohnédou barvu, a nakonec
nerozpustné huminy, jez jsou ¢ernohnédé.

HL patii mezi prevazné cyklické slouCeniny aromatického charakteru, jez jsou tmavé
hnédé. Projevuji se svou barvou a kyselosti. Patii do skupiny polyfenolti a polykarboxylovych
kyselin. Jsou to amorfni latky, vzniklé rozkladem organické substance, které¢ tvofi
polydisperzni systém s velkym rozsahem molekulovych hmotnosti od nékolika stovek
do statisicii. Vyznamnou vlastnosti HL je jejich chemicka 1 biochemicka stabilita, schopnost
vazat na sebe tézké kovy jak procesy komplexac¢nimi, tak i sorpénimi.

Z fyzikaln¢ chemického hlediska se HL rozpustné ve vodé chovaji jako hydrofilni koloidy
sriznym stupném disperzity. Koloidni ¢astice maji v pfirodnich vodach zaporny ndboj
a izoelektricky bod leZi v kyselé oblasti. V silngji alkalickém prosttedi tvoii pfevazné pravé
roztoky. Okyselenim roztokli dochazi k asociaci jednotlivych molekul a ke vzniku agregati
S ruznym obsahem primarnich ¢astic huminovych kyselin (HK). Fulvinové kyseliny (FK)
se okyselenim roztoku az do hodnoty pH 1 nesrazeji [1].

Tab. 1 Elementdrni slozeni huminovych a fulvinovych kyselin [2]

Obsah (hm. %)

Prvek HK FK
C 50-60 40-50
o] 30-35 44-50

H 4-6 4-6
N 2.6 1-3
S 0-2 0-2

HL biologicky stimuluji rist rostlin urychlenim bunééného dé€leni, coz urychluje rozvoj
kofenovych systémi a zvySuje vynos suSiny. HL také aktivuji €innost mikroorganismi,
stimuluji enzymy rostlin a zvySuji jejich produkeci, vystupuji jako organické katalyzatory
v mnoha biologickych procesech, stimuluji rdst kotfentli, zlepSuji pfijem zivin a zvySuji
kotenovou respiraci. Podporuji kli¢eni a Zivotaschopnost semen. Z diivodu velmi castého
vyuzivani pudy, kdy dochdzi k odstraiiovani minerdlnich zivin a HL, které jsou dilezitym
zdrojem vyzivnych substanci a prostftedkem pro vazbu zZivin a zlepSovani ptd, jsou HL
vyuzivany jako soucasti hnojiv.
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HL rozpustné ve vodnych roztocich se dale dle rozpustnosti v alkalickém nebo kyselém
prostiedi déli na HK, jez jsou rozpustné v alkalickém prostiedi, ¢astecné ve vod¢ a kyselych
roztocich, a FK, které jsou rozpustné jak v alkalickém, tak i kyselém prostiedi.

HK jsou nerozpustné v kyselém prostiedi (pH < 2), ale v prosttedi z vyssi hodnotou pH se
¢astecn¢ rozpousti. Jsou rozpustné v zasadach a v kyselinach se srazi. Nerozpustnymi se
stavaji pfi nizkych hodnotiach pH, kdy dochazi k protonaci karboxylovych skupin. Maji
vysokou sorpcni schopnost.

FK se od HK 1isi v mnoha faktorech. VSeobecné maji FK niz$i molekulové hmotnosti. Maji
vice kysliku diky tomu, Zze obsahuji vice kyselych funkénich skupin nez HK
a HL, obsahuji vice karboxylovych, fenolickych a karbonylovych skupin, coz je pti¢inou
vy$si rozpustnosti FK ve vodnych roztocich pti vSech hodnotach pH. FK maji méné vyrazny
aromaticky charakter a jsou kyselejsi nez HK. Maji zluté az svétlehnédé zbarveni na rozdil
od hnédého zbarveni HK. Kvuli mineralizaci je obsah FK niz$i v pudach, kde je vysoka
biologicka aktivita.

Huminové latlky

l , l

Fulvinowve kyseliny Huminowve kyseliny Huminy

Svitle avetle Tmawvé

Sedoferné

Zluté hnedé hnédé

Obr. 1 Rozdéleni huminovych latek podle zbarveni (Stevenson 1982) [5]

HK mitizeme podle rozpustnosti v alkoholech dale d¢lit na:

- Hymatomalanové kyseliny, které jsou v alkoholu rozpustné, zbarvenim jsou
cokoladové hnéde;
- Humusové kyseliny, které jsou v alkoholu nerozpustné.

Simon dale fadi k HK také humoligninové kyseliny, které jsou podobné ligninu. Lisi se
pouze svou nerozpustnosti v NaF a jsou pfechodem mezi ligninem a HK [6].

Pomér HK a FK v piid¢ je riizny a zavisi na typu pady. Nejvyssi pomér HK a FK v padé je
v oblastech s ¢ernozemi a nejnizsi je v tundfe. Humus s nejvy$§im obsahem HK tedy
nalezneme v oblastech, kde se nachazi bézna ¢ernozem a humus, ktery pochazi z oblasti ptd
tundry a pud podzolovych se vyznacuje vy$sim obsahem FK [4].
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3.3 Huminové kyseliny

3.3.1 Vznik a vyskyt huminovych kyselin

HL se vyskytuji ve vSech ptidach, vodach a sedimentech ekosféry, kde vznikly rozkladem
rostlinnych a zivocisnych tkani. HK jsou hlavni soucasti raseliny, hnédého uhli, v mensi mife
se vyskytuji i v ¢erném uhli. Jsou ve volné nebo vazané form¢ na rizné kovy.

HL jsou tvofeny spojenim rtiznych komponent, které jsou soucasti humifika¢niho procesu,
jako jsou aminokyseliny, ligniny, pektiny nebo sacharidy. Tyto latky jsou spojeny
intermolekularnimi silami (donor-akceptorovymi, iontovymi, hydrofilnimi a hydrofobnimi).
Je evidentni, ze mechanismus vzniku HL mutze byt nepatrné odliSny, zavisejici na
zemépisnych, klimatickych, fyzikalnich a biologickych podminkach [7].

Pti zvazovani ptivodu HL je tfeba zdaraznit, Ze zcela uspokojiva teorie pro vysvétleni
povahy a vyskytu HK a FK v riznych prostiedich dosud nebyla vyvinuta. Tyto nésledujici
zpuisoby vzniku mohou ptisobit ve vSech pidach, ale ne ve stejném rozsahu nebo ve stejném
poradi dulezitosti.

Biochemie vzniku HL je jednim z nejméné pochopitelnych aspektli chemie humusu a také
jednim z nejzajimavéjSich. Existuje nékolik zpisobid vzniku HL pfi rozkladu rostlin
a zivoc¢isnych zbytkl. V dne$ni dob¢ jsou znamy tfi teorie o vzniku HL, a to ligninové teorie,
polyfenolova teorie a vznik HL kondenzaci aminoslouéenin s redukujicimi sacharidy [4].

Zbytley rostlin
I
Transformace mikroorganismy Modifikovany lignin
|
=acharidy Polyfencly  Aminoslougeniny Ligninowe
dekompozitni
produlcty
Chinony >t Chinony
Kondenzace +
sacharidi s aminy Dolytenclova teorie Ligninowva teorie
» Huminove latky «

Obr. 2 Teorie vzniku huminovych latek (Stevenson 1982) [4]
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3.3.1.1 Ligninova teorie

Mnoho let se piedpokladalo, ze HL jsou odvozeny od ligninu. Podle této teorie je lignin
nelplné preménén mikroorganismy a zbytek z n¢j se stdva ¢asti ptidniho humusu. Zmény
v ligninu zahrnuji ztratu methoxylovych skupin (OCHj3), ktera je spojena s tvorbou ortho-
hydroxyfenoli a oxidaci alifatickych postranich ftetézcli, kterda vede k vytvofeni
karboxylovych skupin (COOH). Upraveny material je pfedméetem dalSich nezndmych premén,
které poskytuji prvni HK a poté FK. Tento zplsob je dolozen Waksmanovou ligninovou
teorii. Za predpokladu, ze HL pfedstavuji systém polymerd, vychozim produktem by byly
HK, dalsi oxidaci a fragmentaci by vznikly FK [4].

Pro podporu formace HK dle ligninové teorie podal Waksman nékolik nésledujicich
dukaz:

e lignin i HK jsou se zna¢nymi problémy rozkladany velkou vétSinou hub a bakterii,
e lignin i HK jsou ¢aste¢né rozpustné v alkoholu a pyridinu,

e lignin i HK jsou rozpustné v zésadach a srazeji se v ptitomnosti kyselin,

e lignin i HK obsahuji OCHj3 skupiny,

e lignin i HK maji kysely charakter,

e pokud se ligniny zahteji v alkalickém prostiedi, pfeméni se na HK obsahujici
OCHj3 skupiny,

e HK maji podobné vlastnosti jako oxidované ligniny.

Ackoli je lignin méné snadno rozlozitelny mikroorganismy neZ jiné rostlinné slozky,
existuji v ptirodé mechanismy pro jeho tiplny aerobni rozklad. Jinak by se nerozlozené zbytky
rostlin hromadily na pldnim povrchu a obsah organickych latek v padé by se postupné
zvySoval, dokud by se nevycerpal veskery CO; z atmosféry. V normalné aerobnich ptadach
muze byt lignin rozlozen na produkty o nizké molekulové hmotnosti pfed syntézou humusu.
Na druhou stranu houby, které rozkladaji lignin, se bézn€ nenachéazeji v nadmérné vlhkych
sedimentech. Proto ligninova teorie vzniku HL muze pfevladat pfi tvorbé humusu z raseliny,
jezernich sedimentu, $patné odvodnénych pid a mokrych sedimenti (baziny atd.) [5].
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Obr. 3 /LJ QL QR Y (Wékshiaw 1987pH]

3.312 3RO\IHQRORYi WHRULH

VWRPWR ]S$VREX Y]QLNX +/ KUDMH KXPDIQLRY W |it@nt® G$OHAL
S tSDG IHQROLFNp DOGHK\®\LDON\YX GSYREMRORQ PN URRUJD
HQJ]\PDWLFNRX S HP QRX QD FKLQRQ\ &KLQRQ\ MVRX VC
DURPDWLFNé& NUXK D Y]QLNDMt RELODFPQRQRYU GIRE R B QRLHQU LI
L EH] QLFK ]D WYRUE\ KXPLQRY&FK PDNURPROHNXO

'R SRO\IHQRORYp WHRULH WDNp jS(D WRONSBQRBD\YVYOQQ WX WL
mikroorganismy zZQHOLJQLQRYéFK ]JGURMS$ XKOtNX QDS FHOXO
HQJ\PDWLFN\y RgLc@imdinyi W\ SRVOp]H S HP Q Q\ QD +/ 3RGC
NRQFHSW$ MVRX FKLQRQVUQLQXW HDNISRRBRtp PILNURRUJDQLYV
]D ]JINODGQt VWDYHEQt NDPHQ®4]. |[H NWHUEéFK Y]QLNDMt +/

7YRUED OiWHN KQ Gp EDUY\ UHDNFHPL ]JDKUQXMtFtPL FKLC
XVNXWHpP XMH S L WYRUE PHFEXDQLGX\ MEXERROHIBD OHPKR RY
D JHOHQLQ\ D S L WYRUE RVHPHQt

OH]JL SRWHQFLRQiIOQt JGURMMPXWER OB WS tJFO L\I\@WDp ] X LK U F
HOHPHQWIUQRYMQIR@M\i YK Dr M HVI@RNQAYDQEFK MVRX QHMGS$C
zdroje.

J)ODLJ$Y NRQFHSW Y]QLNX KXPXVX MH

1) LLIQLQ XYRBQX®DY]N S L URJNODGX URVWOLQQE&FK JE\W
YIQLNX SULPIiUQ tFKGQRWKHNIEGHRPEK W \

2) VHGOHM&At HW ]JFH VWDYHE QG RV @ Q RGWEMKIIPRANQ L Q X M
D YEVOHGQp SRO\IHQRO\ MVBRPR FHPH@ OP N BRFK\LBAROR]|
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3) CKLQRQ\ Y}RQUINNMMIFX D MLQEFK JGURMS$ UHDJIXMt VH
GXVtN D Y\WYi HMt WDN WPDY ]DEDUYHQp SRO\PHU\

OORKD PLNURRUJDQLVP$ MDNR JGURMH SRO\IHIQRD$ E\OD
&H +/ E\O\ Y\WYR HQ\ P\[REDNW HJL$ HNGVH B | NJRR) 8 6 FG D E H@LX®

(WDS\ NWHUp YHGRX NH Y]J]QLNX +/ MVRX QiVOHGXMtFt

1) HRXE\ UR]JNOIGDMt MHGQRGXFKp VDHAKDWISS$ ¥ i MV NSHU R
rostlin.

2) CHOXOpPN®pPWKH URJNOiIGiQD DHUREQtPL P\[REDNWHULHPL
my[REDNWHULHPL R[LGXMt QD FKLQRQ\ SRPRFt HQ]\P$
QiVOHGQ UHDJIXMt VH \FORIX BV LY DP LY REMDK KRtGEFK +/

3) LLJQLQ MH UR]JOR&HQ )HQRO\ XYROQ Qp S L UR]JNODGX \
VIQWp]X BKP XV X

U pRO\IHQRORYp WHRULH QD UR]GtO RG OLJQLQRYp W
ZQt]NRPROHNXOiIUQtFK RUJDQLFKA&FKVRXR XPHMNK PROHNX
NRQGHQ]DFt D SRO\PHUDFt 7DWR WHRUNLW HYU K O H ¥V @ SRk

[4].

Obr. 4 3RO\IHQR O BvedsohR 2325

3.3.1.3 KondenzaceV D F K BsdhiGy$

3 HGVWDYD &H KXPXV MHHWSIRWKM HH] S/iDVWNK\DER BGRpPiWN$ FKH
PRAQRVWt MH WHG\ Y]QLN +/ NRQBG RQNDBELHBITHLE R G B R X o HFX L
sacharidyD DPLQ\ QHHQJ]\PDWLFN\ SRO\PHUL]XMt D YEVOHGNHP
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Dulezitym je ptedpoklad vzniku HL ze zdrojt, které jako vedlejsi produkty mikrobidlniho
metabolismu vznikaji v pid¢ ve velmi hojném poctu [4].

Hlavnim argumentem proti této teorii je, Ze reakce probiha pomérné pomalu pii teplotach
za normdlnich pidnich podminek. Nicméné, drastické a casté zmény v ptdnim prostiedi
(mrznuti a tani, vlhko a sucho), spolecn¢ s misenim reaktanti s mineralnim materialem, ma
katalytické vlastnosti, které mohou usnadnit kondenzaci. Pozitivni strankou této teorie je, ze
reaktanty (sacharidy, aminokyseliny, atd.) jsou syntetizovany ve velkém mnozstvi
prostfednictvim mikroorganismd.

Prvni reakce kondenzace sacharidi s aminy zahrnuje adici aminu na aldehydickou skupinu
sacharidu za vzniku N-substituovaného glykosylaminu. Glykosylamin se nasledné rozklada za
tvorby N-substituované 1-aminodeoxy-2-ketosy. To je podminéno: fragmentaci a vzniku
3-uhlikového fetézce aldehydi a ketont, jako acetolu a diacetylu atd., dehydrataci a formaci
reduktonii a hydroxymethyl furfurali. VSechny tyto slouceniny jsou velmi reaktivni
a Vv pritomnosti aminoslouc¢enin snadno polymeruji za vzniku hnéd¢ zbarvenych produkti [5].

Sacharid + Amineosloutenina

|

M-substituowany
glycosylamin

l

Aminodeoxyketdza
|
v v

Eedulttony furfurali —|—,, Produkty stépeni

{acetol, diacetyl)

dehydratace fragmentace

Hnédé dusikaté polymery

¥
&

Aminosloudenina Aminosloutenina

Obr. 5 Kondenzace sacharidii s aminy (Stevenson 1982) [5]
3.3.2 Vlastnosti a struktura huminovych kyselin

HK nejsou chemickymi individui, ale smési latek s riznym slozenim a strukturou. Jsou to
amorfni latky, které se dale mohou délit na slozky liSici se velikosti ¢astic a elementarnim
slozenim. V etanolu jsou nerozpustné a zroztokl se srazeji kyselinami jako ¢ernohnédé
srazeniny. Jsou to slabé disociované vicesytné organické kyseliny, které maji hodnoty
disociagnich konstant fadové v rozmezi 102 az 10, a to diky pomérné silnému charakteru
karboxylovych skupin.
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HK PRKX EW FKDUDNWHUL]JRYiQ\ MDNR N\WVHOp DURPDWLF]
IHQRORYp D K\GUR[\ORYp VNXSRBY DKXMY pr tVFE\W UXKRNGM X XH XK C
D VtU\FIQHE WDNp PDIMPRO&ENXORYp KAKRMKQWRW WK RYHDEMt M D N
PLFHOiUQt NRORLG\ .RORLGQt piVWLFH PDMt JiSRWH®® QIiEl
oblast. VVLOQ DONDOLFNpP SURVW HGt WYR t S HYi&aQ SUD
GRFKiJHW tWIRGQtFK YYROONRX NRQFHQWUDFt YiSQtMXFKWR ptN
YRGiIFK NRGEENG\WBD NI HIDFL GIREHKOpPY SURVW HGt

3 tWRPHLRWHV YRG VH SURMHYXMH MHMtP ]EDLUNEHD@PXBItS t
YRGX 480XW D& KQ ® ]i%DViHH 90 eNREGFWPWHDEQRW S+ YRG\
Y\44t MH KRGQRWD S+ WtP MH EDUYD WPDY&t 'tN\ S tWRHF
D IHQRORYE&FK VNXKSYBRKRSGRADWIWYR LW NRPSOH[\ NWHUp
NRQFHQWUDRXPNRRY 6FK YRGiIFK .RY\ MVRX SDS$®&Qi]H
D VHGUHAHQWS$

&KDUDNWHULVWHLFMR XX MW BVYWR QHROYPRVW SRGPHUBRIpP tWRFP
stupni  humifikadH KXPXVRWYRUQpKRHPDWMQER XFKHPLFNEP V
+HWHURJHQQRVW XUpX¥XMHDNRORWR tLYORAARYRWWHMLFK UR](
D IUDNFt NWHUp VLFH PDMt VKRGQRX VWDYEX DOH RGC
disperzity, rozp0 WQRVWt SRK\EOLH@]VWt D IXQNFt Y

SURWRAH REVDKXMt MDN K\GURILOQt WDN K\GURIREQt REC
PQRKD piVWLF D RYOLY RYDW SURFHV\ MDNR MVRX UR]JNOD
ED]JLFNp YO®MMWNRNRKNRIEGEORW S+ -HMLFK VFKRSQRVW DJUHJDI
D SRYUFKRY DNWLYQt FKRYiQt MVRX MHMLFK FKDUDNWHUL

-HMLFK DON\ODURPDWLFNp ~WYDU\ MVRX VSRWBHQ&PI HV |
DOLIDWLFNéEPL SHSWEKEFINERW DFOLS FKHPLFN\ DNWLYQtPL
FK MVRX PpQ SRO\GLVSHU]Qt D YHKHIIK\GURILOQt YH VURYQIC

Jak MLA E\OR, MK MGIRGRVORAHQX KON XY OINX W\WR GYD SU
GRPLQDQWQt ]DVWRHKS Hi@ddad M MVHALEK WOV X NW XUIFK REVDat
VtUD D WDNp QHSDWUQpP PQRAVWYt IRVIRUX

=iNODGQt VWUXNWXUQt MHG YRMENRXI VMW LDSROMVYRGELFNpP
VORXpHERIQtFL DOLIDWLENEPL HW ]JFL D K\GUR jakOW@tPL VN>
MiGUX WoRtmtFK HW ]JFtFK .URP DURPDW IWMNEFKK I\YIRG 16\
struktury. CQ RLG Qt VWU XNWKXGUR[SROXPIQQODPL MVRX S-tpLQRX
UHGXNpPQtFK YODVWQRVWt 'iOH E\O\ |ML@W].Q\ GXVtNDWp KH

HK P Qt VYp VOIRAMQRYWL QD MHMLFK S$YRGXiNGBYGEQVXLD |
VWUXNWXUQtFHK MNG R RMHNO\WPDURPDWLENpP F\NO\ ELIHQROLF
WA\SX QD NWHUp VEOOH B ¥NX THQN=N+ 5+taoEY\NOH REVDKXMN
GY YROQpP K\GUR[\ORYp VNXSLQ\

&KDUDNWHULVWLFNi MH JHMPpQD NDUER[\ORYi D K\GURJ\
IHQRORYi 2EY\NOHmMdlekué BK YM HAH DYa NDUER[\ORYéFK VNXS
IHQRORYp VNXSLQ\ 7\WR IXQNpQt VNXSLQ\ GRPLQXMt D MV
HK, ale i kyselosti, RPSOH[DpQt D VRUSIPMINDSDFLW\ +.
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DQDO&]H IXQNpPpOKFIO]JNWNSBKOtW LQVWHIWRE QW@ Q CFKH LPY
spektrometries )RXULHURYRX WUDQVIRUPDFt QXNOHiUQt PDJQH
SDUDPDJQHWLFNp UH]JRQDQFH SO\QRYp FKURPDWRJUL
D SRWHQFLRPHMULFNp WLWUDFH

3 HGSRNOIGDQi VWUXNWXUDQWUREPRDKXMEOD I PQRKR D LQW!I
YDJHE NWHUp ]S$SVREXMt ]YEaHQt MHML BKUWQWHIXE DOWW U BL XF
struktur.

1i]RU\ QD VWUXNWXUX +. VH XEtUDMt GY PD ]JiNODGQtPL VF

X 3UYMWDUAatP Qi]RIRHIP\ vHHU @i\ Rtefdwbydhaviditbhli popsat jako
VWUXNWXUX LIRORYDQéFK DURPDWLFNéFK MDGHU VSI
QHER VWUXNWXUX SRO\FRKONMINEHHK VYUERDQIPFANEIHQ
D DOLIDWLFNéPL HW ]FL

X '"UXKEéP QRY MAatP VP UHRN XK C5P U@B RW/OUDIGNINV MBI\ WY R HC
UHODWLYQ PDOéPL PROHNXODPL Yi]DQéPHK #HKHL VHERD>
MVRX S LSLVRYiQ\ U$]Qp K\SRWEBHHWR PNp W FRUFKHEPE SWUWR WR
MWa |FHOD QHSRYHQA®R LGHQWLILNRYDW

Obr.6 ORGHO VWUXNWXUYVY[AXPLQRYp N\WHOLQ

7\WR Y]JRUFH VH VQD&t Y\VW INCQRORJ\ QRN B F R [D SRR M B Q tY
VPROHNXOH NWHUp GR ]QDpQp PtU\ RYOLY XMt FKRYiQt +.

Jde o:
X DURPDWLFNp PR®RBaANHUER[\ORYp
X DURPDWLFNp GLNDU p&dZzedrRhd pebb\ivitdt® L Q\ Y

x

fenoly nebo difenoly ypoloze ortho,
X DURPDWLFNp K\GERPR)}MHUJUMKRK W\S N\WHOLQ\ VDOLF\C
X FKLQRLGQt VWUXNWXU\

x DOLIDWLFNp D F\ANOLENp K\GUR[\N\VHOLQ\ D NHWRN\VHC
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34 OHWRG\ SUR VWXGLXP NRQIRUPDFH D PROHNXOIiUC
kyselin

HL MVRX S tURGQt RUJDQLFNp VORXpPHQLQ\ Y&XG\S tWRPQp
-VRX Y&]QDPQp SUR WUDQVSRUW QHSBOWRGFK=RUGDGHPNE
SRFKRSHQt HQYLURQPHQWIOQtKR Y&]QDPX +/ MVRX MHML
heterogHQQt D SRO\GLVSHU]Qt SRYDKX D SURWR QHQt MHMLFK
WX&1& MHMLFK NRQIRUPDpPQt XVSR iGiQt 0QRKR PHWRG E\C
FKHPLFENp VWBXRWNRBXRPIQt NRQIRUPDFH D PROHNX&RKQt RU
UR]JWRFtFK QHQt GRVWDpXMtFt SRX]JH MHGQD PHWRBRGD 9H
Q NROLND OWRKIRQYNGF$ VH VQDALOR REMDVQLW VWUXNWXU
QDYU&AHQR PQRKR PRGHOS$ +. QD S5)Bdi@meaVsdiiddrenv RQH P
(Obr.7 D PQRKD GDOA&tPL

Obr.7yiVW VWUXNWXU\ +. SRGOH18FKXOWHQD D 6FKQL

%\O S HGVWDYHQ NRQFHSW ULJRGQHXHBORE XPDBIQFEKR Qi
VWUXNWXUX +/ MDNR X\DHRVEGDSE tvbrQ® BmotBsElJN 7DNp E\OD

S LVRX]HQD KXPLQRYpPX PDWHULIOX +0 YtFH6IOWHMEQOQt
MDNR QiKRGQ VWRpPHQi JROOBHY Q32 RNBQMBRUPIDFHULPHQW\ Y
PDNURPROHNXOiUQMMW B XNWXIpX RIREQVMD D YOINQLWEP WYD]
S+ D LRQWRYp Vt8g URRKBB YW G/BDS HGSRNOIGDOR &H +/ QI
PROHNXO\ DOH DVRFLDFH PROHNXO[I® G QRAQ p WR DR VPR @ (
HOHNWURQRYi \INURVYNBRBLWH Y]JU$SVWDMtFtP S+ QHER NRC
MHPQ WNDQi VtW SURGORX&HQE&FK YOiINHQ VSOéYi GR V
SHUIRURYiQD GXWLQDPL U$]Q&8FK YHOLNRVWt 'R W FKWR
D DQRUJDQUFNBOVMRERDWLYQt SRSLY PDNURPROHNXOIUQt \
VURJWRNX Y\WYi HMt VPtdHQp DJUHJiW\ QHER PLFHO\ 7\WI
VODE&PL YDJHEQéPL PHFKDQLVP\ MDNR MVRX YRGtNRYp YL
[21]. Barak aChen(1992) SRWYUGLOL PLFHOiUQt PRGHO YH NWHUpP
VNXSLQ\ ORNDOL]JRYiQWEPNBRHRDI@PW+PRR K\GURIREQt piV'
SUDYG SRGREQ XVSR iGiQ\ [2¥.QLW PDNURPROHNXO\
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Obr. 8 Tradicni koncept HK jako ndhodné stoc¢enych makromolekul [23]
3.4.1 Gelova permeacni chromatografie

V gelové permeacéni chromatografii (Gel Permeation Chromatography — GPC) jsou molekuly
separovany podle své velikosti. Dochézi k rozd€lovani latek mezi pohyblivou ¢ast mobilni
faze, ktera se nachazi mezi jednotlivymi zrny gelu (volny objem kolony V), a nepohyblivou
cast mobilni faze (stacionarni faze), nachézejici se uvniti pora gelu (objem poru gelu V). Pti
prichodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany v dasledku svého pronikani (permeace) do
rozpoustédlem naplnénych port. Malé molekuly pronikaji hloubé&ji, a maji tudiz vyssi
hodnoty reten¢nich objemil neZ vétsi molekuly. Interakce molekul analytil se stacionarni fazi
nenastava. U GPC piedpokladame mechanismus separace nejenom podle molekulové
hmotnosti, ale uvazujeme i dalsi mechanismy, napiiklad délici a adsorp¢ni.

Gel se voli podle vlastnosti separovanych latek. Pro latky ve vodé€ rozpustné se pouzivaji
hydrofilni gely, napiiklad Sephadex (dextran zesitény epichlorhydrinem). Mobilni fazi je voda
s ptipadnym piidavkem organického rozpoustédla. Pro latky nerozpustné ve vodé¢ se pouZzivaji
hydrofobni gely. Patii mezi né kopolymery styrenu a divinylbenzenu (Styragel). Mobilnimi
fazemi mohou byt aromatické, chlorované a nékteré heterocyklické uhlovodiky. Univerzalni
gely na bazi silikagelu a poréznich skel jsou vhodné pro separaci hydrofobnich i hydrofilnich
latek.

Vyluéovaci chromatografie (Size Exclusion Chromatography — SEC) patii pod GPC.
Mechanismus separace probiha pouze na zakladé molekulové hmotnosti. Mlize probihat za
zvySeného (High Pressure Size Exclusion Chromatography — HPSEC) i snizeného (Low
Pressure Size Exclusion Chromatography — LPSEC) tlaku [24].

Studie Piccola a spol. (1996) fesi otdzku makromolekularniho chovani HL, které byly
upravovany jednoduchymi organickymi slouc¢eninami. Byla pozorovana zména v distribuci
velikosti molekul. U monokarboxylovych, dikarboxylovych a trikarboxylovych kyselin byl
zaznamenan posun v huminovych absorbancich od vysokomolekuldrnich
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k nizkomolekularnim frakcim. Mineralni kyseliny, fenoly a alkoholy nebyly schopny vykazat
stejny posun. Jejich celkova absorbance v objemu mobilni faze byla stejnd jako pro HL
samostatné. Vysledky této studie jsou dikazem micelarniho chovani HL v roztoku a jsou
dualezité z hlediska hydrofobnich vazeb, které drzi huminové molekuly pohromad¢. Organické
kyseliny jsou schopny proniknout dovnitf huminové micely a pozménit stereochemické
hydrofobni uspotadéani. V alkalickych podminkach vzniklé negativni naboje rozrusuji ziejmou
vysokomolekularni konfiguraci a rozptyluji HM do malych micel. Tato prace ma velky
vyznam pro pochopeni biologické aktivity a celkového environmentalniho chovani HL [25].

Piccolo a Conte (1999) se zabyvali studiem konformacnich zmén HK a FK, které m¢ély
odlisny chemicky ptivod. Nejprve byly HK a FK rozpustény vV mobilnich fazich, které se liSily
slozenim, ale mély stejnou iontovou silu. Zmensovani velikosti molekul bylo zaznamenano
zvySujicim se elunim objemem. Vysledky této studie ukazuji, ze se HL Vv roztocich chovaji
jako volné vadzané samovolné asociace relativné malych molekul a Ze intermolekularni
hydrofobni interakce jsou pifevladajicimi vazebnymi silami. Stabilita takovéto konformace
Vv roztoku je pfi¢itana tendenci vylouc¢it molekuly vody z huminovych sdruzeni, a tim sniZit
celkovou energii molekuly. Tento model rozpusténych HL, ktery je zalozeny na vratném
samovolném shluknuti malych molekul spiSe nez na ndhodném stoceni makromolekul,
reprezentuje nové porozumeéni, které by mélo pfispét k odhadnuti chovani kontaminantt
Vv asociaci s ptirodni organickou hmotou v Zivotnim prostiedi [26].

Rada védctl zastava nazor Piccola, ktery navrhl supramolekulari strukturu HK. Piccolo
(2002) ve své z dalsich studii zkoumal HK pomoci HPSEC a LPSEC. Ziskané vysledky
ukazaly, Ze vysokomolekularni frakce HK jsou jen zdanlivé zfejmé a mély by byt povaZovany
za samovolné supramolekularni asociace heterogennich molekul. Konformace HK v roztocich
jsou prevazné stabilizovany slabymi disperznimi silami, jako jsou van der Waalsovy, n-m,
CH-r interakce a vodikové vazby. Takovéto huminové asociace vykazuji jen nepatrné vysoky
molekulovy rozmér, ktery mize byt vratné rozruSen upravou huminovych roztokll pomoci
minerdlnich a monokarboxylovych kyselin o nizkych koncentracich nebo nepatrnou zménou
slozeni mobilni faze pti konstantni iontové sile [27].

Studie Nebbiosa a Piccola (2002) pojednava o konformacénich zménach HL, které byly
pozorovany se zvysujici se koncentraci huminového roztoku. Ve zfedénych huminovych
roztocich pievazuji hydrofobni interakce, které nasledné vedou ke zjevnému zvétSeni velikosti
molekul se zvysujici se koncentraci. Elektrostaticka repulze je dominantni u koncentrovanych
roztokt a velikost molekul se snizuje. Takovéto chovani je v souladu s modelem, ktery
popisuje HL jako supramolekularni asociace, jez vznikly samovolnym seskupenim malych
molekul, spiSe neZ s modelem popisujicim HL jako makromolekularni polymery nebo
pravidelné micely [28].

Nebbioso a Piccolo (2012) publikovali dalsi praci, ktera se zabyva izolaci a identifikaci
huminovych molekuldrnich komponent v oddélenych velikostnich frakcich pomoci HPSEC.
HK a jeji tfi velikostni frakce byly chemicky oddéleny, aby byly ziskany slouceniny
rozpustné v organickych rozpoustédlech s nekovalentnimi vazbami, slouceniny rozpustné
v organickych rozpoustédlech a rozpustné ve vodé se slabymi esterovymi vazbami,
sloucCeniny rozpustné v organickych rozpoustédlech se silnymi esterovymi vazbami,
a nakonec neoddélitelné zbytky. V souladu se supramolekularni strukturou HL objevili, ze
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hydrofobni slouceniny byly pfedevSim piitomny v nejvétsi velikostni frakei, zatimco
hydrofilni slozky byly vylouCeny v nejmensi velikostni frakci. Mimoto slouceniny
S linearnimi fetézci nebo aromatickymi kruhy asociovaly do pravidelnych struktur a byly
CastéjSi v nejvetsi velikostni frakei, zatimco slouceniny nepravidelného tvaru, které brani
spojovani do vétSich celkd, byly vétSinou nalezeny v nejmens$i velikostni frakeci. Proto
strukturni charakteristiky jednotlivych huminovych molekul urcuji jejich vzajemné asociace
vV huminovych suprastrukturach, stejné jako jejich konformacni pevnost a tvar. Jejich
vysledky ukazuji, ze HL jsou sloZeny z heterogennich molekul, které se ndhodné slucuji podle
velikosti, tvaru, chemické afinity a hydrofobicity. Strukturni charakterizace jednotlivych
molekul je omezena silnymi intermolekuldrnimi  interakcemi, které stabilizuji
supramolekularni asociace [29].

Maia a spol. (2008) zkoumali konformacéni zmény ve strukture HK extrahovanych
z kompostu s riznym stupném zralosti pomoci HPSEC. Distribuce velikosti molekul HK byla
porovnavana v roztocich obsahujicich sodné nebo amonné protiionty pti pH 7 a 4,5. Vysledky
ukazuji, ze velikost molekul humati nezavisi pouze na druhu protiiontti, ale také na jejich
koncentraci v roztoku. Pfi nizkych koncentracich humati produkuji sodné protiionty mensi
velikosti molekul, nez ty, které byly zjistény pro vice hydratované amonné protiionty.
Naopak, pii vysSich koncentracich humati kompaktngjsi konformace sodnych humati
produkuji vétsi velikosti molekul, nez ty u amonnych humatt, diky agregaci vice
hydrofobnich povrchi v sodnych humatech. Kompostovani vedlo k degradaci nestalych
mikrobidlnich komponent s akumulaci hydrofobnich slozek. To zplsobilo samovolné
sdruzeni hydrofobnich slouc¢enin do huminovych suprastruktur velkych molekul v prib&éhu
kompostovani. Pii nizkych hodnotach pH byly zmény v konformacni stabilité pfi ptidavku
kyseliny octové do humatovych roztokli vysvétleny supramolekularnim modelem
humifikovaného organického materialu [30].

Studie Puglisino a spol. (2010) pojednava o konformacnich zménach rozpusténych
organickych latek, které byly ziskany z kompostu opakovanou extrakci vodou. Tti komercni
komposty byly extrahovany ctyfikrat za sebou stejnym mnoZstvim vody a nasledné byly
kvantifikovany pomoci HPSEC. Celkovy obsah organického uhliku kazdého vzorku
S rozpuSténymi organickymi latkami byl analyzovéan pouZitim metody pro stanoveni chemické
spotfeby kysliku a konformacni velikostni distribuce byla stanovena pomoci HPSEC.
Vysledky ukézaly, Ze opakovanou extrakci pomoci vody kompost uvoliiuje znacnd mnozstvi
rozpusténych organickych latek. Disledkem dalsi extrakce rozpusSténych organickych latek je
vice hydrofobni organické latka se vzristajicimi molekularnimi rozméry. Tyto zavéry mohou
byt dalezité pro ptidni procesy a funkce, jako jsou dynamika organickych latek a transport
zneCist'ujicich latek [31].

Dalsi studie zabyvajici se HK extrahovanymi z kompostu, u které bylo opét vyuzito
HPSEC, byla publikovana Canellasem a spol. (2010). Cilem této studie bylo oddélit HM
riznych molekuldrnich rozméri a posoudit vztah mezi chemickymi vlastnostmi velikostnich
frakei a jejich pusobeni na rlst kofent rostlin. Molekularni rozméry slozek huminovych
velikostnich frakei byly zkoumany pomoci NMR zalozené na diftznich koeficientech
(DOSY-NMR) a distribuce uhliku pomoci BC NMR Vv pevném skupenstvi. Byly pouzity
sazenice dvou rostlin, které byly upravovany odliSnymi koncentracemi velikostnich frakei,
aby mohl byt posouzen rist kofent. Bylo ziskdno Sest riznych velikostnich frakei a jejich
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obsah sacharidi a délka alkylového fetézce klesala se zmenSujici se velikosti molekul.
Postupna redukce aromatického uhliku byla také pozorovana s klesajici velikosti molekul
separovanych frakci. NMR spektra ukazaly, ze velikostni frakce se skladaly z komplexnich
smési alifatickych, aromatickych a sacharidovych slozek, které mohou byt oddéleny na
zaklad¢ difuze. VSechny velikostni frakce podporovaly rast kofenti u obou rostlin, avSak
zalezelo na velikosti molekul a druhu rostliny. Bylo naznaceno, Ze fyziologicky vliv
separovanych velikostnich frakci na rust kofent a stavbu byl spise efektem jejich obsahu
specifickych bioaktivnich molekul nez jejich velikosti, coZ bylo pozorovdno sniZenim
huminové heterogenity jednotlivych frakci. Tyto molekuly mohou byt uvolnény
Z huminovych suprastruktur a mohou byt bioaktivni, pokud je mens$i stabilita huminové
konformace nez ta, ktera byla ziskana v separovanych velikostnich frakcich [32].

3.4.2 NMR spektrometrie

Princip nuklearni magnetické rezonance spociva v interakci elektromagnetického zareni
Vv oblasti kratkych radiovych vin s atomovymi jadry métené latky. Pti interakci absorbovana
energie zpusobuje pfechody nenulovych magnetickych momentii na vyssi energetické stavy.
Ve spektrech NMR se projevuji magnetické momenty jadernych spint. Jadra prvki a jejich
izotopll maji tzv. vnitini moment hybnosti, ozna¢ovany ¢astéji jako spin. U téch jader, ktera
maji nenulovy spin (130, 19F, 31P, 17O, 2H, 'H a dalsi) je vzbuzovano magnetické pole.
Z prvki, které se vyskytuji v organickych slougeninach, se nejéast&ji métH NMR spektra u *H,
BC a F. Ostatni b&zné se vyskytujici elementy (*?c, %0 a *s) jsou nemagnetické (maji
nulovy spin). Zakladem této metody je, Ze bézné pfitomné atomy uhliku (12C) neinterferuji
ve spektrech a tim je podstatné zjednodusuji [24].

Simpson a spol. (2002) vyuzili rozdilnych technik nuklearni magnetické resonance (NMR)
pro vyzkum struktury HL. HM jsou komplexni smé&si mnoha komponent, které se lisi
pomérem a strukturou ptivodu vzorku a jeho pfipravou. Agregaty jsou pravdépodobné drzeny
pohromadé komplexem kombinaci hydrofobnich interakci, interakci mezi naboji, vodikovymi
vazbami a kovovymi vazbami. Vysledky této prace poskytuji prvni pfimy dikaz o hlavnich
strukturnich komponentech, pomérnych velikostech a separaci HL. Tyto objevy potvrzuji
koncept molekularni agregace smési, ktery vysvétluje koloidni vlastnosti HL. Mechanismus
tohoto konceptu je zalozen na podnécovani procesu agregace kovovym Kkationtem. Vysledky
této studie jsou dilezité kvuli kovovym iontim, které jsou rozhodujici pro formaci agregata
a jejich stabilitu [23].
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nasledné vedla k vysrazeni HK. Nevratnd disagreagce (120 nm priimér) byla podpoiena
zvySenim pH az do hodnoty 10. Vzorky, které¢ byly nejprve nastaveny na pH 10 a poté
upraveny na pH mezi 3 az 5, mély jiné vlastnosti nez vzorky, které byly nastaveny pfimo na
pozadované pH, coz zduraznuje vliv metody piipravy na kone¢né vlastnosti vzorku [35].

Palmer a Wandruszka (2001) v této praci studovali zmény ve velikosti agregati vodnych
HM jako funkci vlastnosti roztokti pomoci DLS. HK a FK byly rozpustény na relativné nizké
koncentrace (15-30 mg-dm™) v roztocich s odli§nou teplotou, obsahem kationtu a etanolu,
a pH. Vysledky byly vysvétleny na zdklad¢ intramolekularni kontrakce a intermolekularni
agregace huminovych polymera. Intramolekuldrni kontrakce prevladala v pidnich HK, takze
mén¢ byla ve vodnych HK a FK. Zvysujici se teplota huminového roztoku vétsinou vedla ke
zvétSeni velikosti ¢astic, coz bylo pfipisovano efektu podobnému zakaleni tenzidu. Pridavek
kationti vedl bud’ ke kontrakci, nebo k expanzi, coz zaviselo na naboji a koncentraci iontu,
a na povaze HM. Snizovani pH zpocatku zpiisobilo kontrakci, kterd byla doprovazena riistem
a vysrazenim ve velmi kyselém prostiedi [36].

3.4.4 Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie

Podstata ultrazvukové spektrometrie je velmi blizka principu bézné znamych
spektrometrickych metod, jako jsou naptiklad nuklearni magneticka rezonanéni (NMR)
spektrometrie a UV-VIS spektrometrie. Tyto klasické metody jsou zalozeny na sledovani
interakce elektromagnetického zafeni se zkoumanym vzorkem. Ultrazvukova spektrometrie
vyuzivé jiny druh vinéni, a to ultrazvukové. Zvuk obecné je podélnym vInénim, Sificim se
lokalnim stla¢ovanim materialu. Ultrazvuk oznacuje zvukové vinéni o vysokych frekvencich
(nad 20 az 100 kHz). V ultrazvukové spektrometrii tedy sledujeme zmény charakteristik
ultrazvuku po jeho prichodu studovanym vzorkem [37].

Vysoce rozliSovaci ultrazvukové spektrometrie bylo vyuzito ve studii Kluc¢akové a spol.
(2011), kde se zabyvali konforma¢nimi zménami HK ve dvou riznych prostfedich (NaOH
a NaCl). Konformaéni zmény jsou zde stanoveny hustotou a elasticitou vzorku, které jsou
siln€¢ ovlivnény molekularnim uspfadanim. Minimum ultrazvukové rychlosti bylo pozorovano
pro koncentraci 1 g-dm™ pro lignitovou HK a 0,5 g-dm™ pro IHSS Leonardite standard.
Vypocitané hodnoty stladitelnosti byly prakticky konstantni aZ do obsahu huminu
odpovidajicimu minimu ultrazvukové rychlosti, a poté klesaly se zvySujici se koncentraci.
Ukézalo se, Ze organizace huminovych c¢astic ve zfedénych a koncentrovanych huminovych
solech je odliSna. Pokles stlacitelnosti ukazal na vznik vice rigidni struktury, kterd mulze
zpiisobit pokles huminovych vazebnych schopnosti. Bylo potvrzeno, Ze tato metoda je velice
citlivd a mize byt vyuzita jako indikdtor konformacnich zmén HK v roztocich o rtiznych
koncentracich [38].

3.4.5 Dal$i metody

Zara a spol. (2006) se zabyvali studii strukturalni konformace vodnych roztoki HK. Pomoci
UV-VIS spektrometrie zjistili, Ze makromolekula vodné HK muze byt klasifikovana jako
flexibilni polyelektrolyt. Strukturdlni konformace tohoto polyelektorlytu zéavisi na pH,
koncentraci vodné HK a koncentraci elektrolytu. Navic se ukazalo, ze del$i doba komplexace
podporuje kondenzacni konformaci makromolekuly. Tato konformace je zptisobena snizenim
nestalosti kovovych iontd, které jsou v komplexu s vodnymi roztoky HK [39].
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Dalsi technika, kterd byla vyuzita pro studium molekuldrni konformace rozpusténé
organické hmoty, byla fluorescen¢ni spektrometrie. Mei a spol. (2009) zkoumali dvé razné
HK. Studovali efekty iontové sily, pH a koncentrace rozpusténé organické hmoty. Vysledkem
jejich studie je, Ze intenzita fluorescence rostla a polarizace fluorescence klesala se zvySujici
se koncentraci, a ¢erveny posun se synchronné objevil v oblastech delSich vinovych délek.
Z4dné zasadni vlivy na iontovou silu nebyly pozorovany. Intenzita fluorescence rostla
a polarizace fluorescence klesala pro obé HK se snizujicim se pH, a modry posun se objevil
v oblasti kratSich vinovych délek pro $kalu hodnot pH v rozmezi 11 az 4. Podle pozorovani
bylo zjiSténo, ze se konformace téchto dvou HK stocila v kyselych podminkach diky
neutralizaci naboje a nasledujici agregaci [40].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Kyselina chlorovodikova (Normanal ®), Lach — Ner, s. r. 0.
Hydroxid sodny (Normex), Carlo Erba Reagents Group
Chlorid sodny, p. a., Lach — Ner, s. r. 0.
Huminové kyseliny
4.2 Pouzité pristroje
pH metr (Mettler Toledo)
konduktometr (Mettler Toledo)
UV-VIS spektrometr (Cary 50 Probe)
hustomér s oscilacni U-trubici (Anton Paar DMA 4500)

Zetasizer Nano Series (Malvern)

HR-US 102 spektrometr (Ultrasonic Scientific)

4.3 Priprava odmérnych roztoki a vzorki

4.3.1 Priprava huminovych Kkyselin

60 g lignitu bylo zalito 2 dm? extrakéniho roztoku (0,5 M NaOH +0,1 M NasP,05). Extrakce
probihala pfes noc za stalého protiepavani suspenze. Nasledujici den byl roztok zfiltrovan
pfes hustou tkaninu a tuhy zbytek po filtraci byl znovu extrahovan stejnym c¢inidlem, tentokrat
pouze 60 minut. Poté byla opét provedena filtrace. Oba filtraty byly spojeny a okyseleny
20% HCI do pH = 1. Roztok byl ponechan v lednici pfes noc. Druhého dne byla odsata
kapalina nad usazeninou, zbytek byl 10 minut odstfed’ovan v centrifuze pii 4000 otackach za
minutu a termostatu nastaveném na 10 °C. Usazenina byla tfikrat promyta kyselinou
chlorovodikovou o koncentraci 0,2 M (pH < 1) a jednou destilovanou vodou. Nakonec byly
ziskané HK vysuseny pii 50°C.

Vysusené HK byly dale precistény smési HCl a HF (10 cm?® konc. HCI+20 cm® konc. HF +
1970 cm?® H,0). Tento roztok byl ponechan 24 hodin tfepat a nasledné byl odstfedén. Po
dekantaci byla usazenina znovu zalita zfedénym roztokem HCI+HF a 24 hodin protifepavana.
Roztok byl znovu slit a usazenina promyvana vodou, dokud nebyla zkouska AgNO3 na CI~
negativni. Poté byly ziskané HK vysuSeny pii 50°C.

Pro vlastni méfeni byly HK pouzity ve formé tifi rlznych vodnych roztokd. Prvni
koncentracni fada byla pfipravena rozpusténim HK v NaOH. Piesn¢ navazené mnozstvi bylo
kvantitativné pirevedeno do kadinky s 0,1 M NaOH a michano pfes noc, poté byl tento roztok
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45 3RXAaLWi LOQVWUXPHQWiIiOQt PHWRGLND
SRWHQFLRPHWULFNp VWDQRYHQt S+
3 tPi NRQGXNWRPHWULH
8OWUDILD O R 3pekiromMetiizUW\HIDsPeaktrometrie)
0 HQt KXVWRW\
"\QDPLFN & Q RMDWhanix light scatteringtDLS)
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VROYDWRYDQ&FK SURWRQS$ NRYRYEFK D QHNRYRY&FK LRQ
(OHNWURG\ MVRX QHSROPWISBRRPGRYPPP VIWBMXY UHVSHNWL
SURXGX MHKR& KRGQRWD MH YHOPL EOt]Ni QXOD 3RWHQF
VOHGRYDQp OiWN\ ]DWtPFR SRWHQFLIO VURIMQiY DMBtSHOHN
NWHUp MH UR]GtOHP W FKWR GYRX SRWHQFLiO$ MH PtU
SRWHQFLRPHWULFNpPP ]S$VREX P HQt S+ VH QHMYtFH Y\X&t
VRXERUX HOHNMWORGWRQWRK 6NOHQ QYifl D HWIWRR G D PNRN VX
QHER NRPELQRWD@IQRRGWYOH MH ]DEXGRYiQD P UQi L YQ |
[24][41].

452 3 tPi NRQGXNWRPHWULH

.RQGXNWRPHWULH SDW t PH]JL HOHNWURDQDO\WLENp PHYV
(OHNWULFNi YRGLPMRVWW FSRRBDWS NDDELWEP LQHUWQtP HO
XUpRYiQD DNWLYLWDPL NRQBRDPMWRN HDPY H®&NRKOLR QVER M
(OHNWULFNi YRG ILYRROWWNR WRRXX YSLBKULSADLOEtRY Wiezi elektrodami
VHOHNWULFNpP SR@W HOHGWRVONRYBFODLRQWBUMR RMROQt N
D MHMt YLVNR]JLWRX 3 tPi NRQGXNWRPHWULH MW DQHRWHIQH
NRQFHQWUDFH MHGQRVORG&NRY &FHYWRJOWRRNDEQ G ¥ RVG] N FURR 1B
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([FLWRYDQi PROHNXOD S HFKi]Jt ]S W GR ]JiNODGQtKR VWDY >
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PROHNXORX HPLWRYiIQR QRYQLBAHQHQHSUDLY LGAXRUHVFHQF
SRGOH S HFKRGX HOHNWURQX ]H VLQJOHWRYp QHER WUL.
li HQUVY9,6 P$aH E&W WDNp GRSURYiJHQR UR]JSW\OHP ]i HC
biVWHpPNIiFK QHER PDNURKROQNNXCEAKWIRP WEROFINp P HQt
4iGRXFt DE\ GLI~]Qt UR]SW\O UHIOH[H D Y24 LN OXPLQLVFH

454 0 HQt KXVWRW\

0 HQt KXVWRW\ SRPRBXRVFHOMHp QR EAtYi SUR VWDQRYHQt K
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YH WYDUX 8 RWEXPDPHt 8IWHUIi WIBXHOHNHWQXKPRQRX F
S L QHMQL&4t PRaQp DPSOLWXG 6P U RVFLODFH MH QRI
IUHNYHQFH RVFLOIVRXKH MpHVRY OLUJRQY MO NWHUiI VH VNXWHE
2EMHP Y\ADGRYDQé SUR RVFLODFL MH RPH]JHQ VWDFLRQiU!
RVFLOIWRUX 3RNXG MH RVFLOIWRU QB SO QTHDLiGgMB RD IR Q
VH YaG\ SRGRDO AL RSURWR P$aH EEW QDP HQi KRGQRWD |
YESRpHW MIHER KXVWRW\
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455 Dynamicky rozptyl svétla

Principem metody dynamického rozptylu svétla (DLS) je meéfeni svétla rozptyleného
molekulami ve vzorku v prubéhu ¢asu. Pii rozptylu svétla molekulou se rozptyli cast
dopadajiciho svétla. Kdyby byla molekula staciondrni, mnozstvi rozptyleného svétla by bylo
konstantni, ale jelikoz vSechny molekuly v roztoku difunduji Brownovym pohybem vzhledem
k detektoru, existuji interference (pozitivni nebo negativni), které zptisobuji zménu intenzity.
Browniv pohyb je ndhodny pohyb castic, jeZ je zpusobeny bombardovanim molekulami
rozpoustédla, které je obklopuji. DLS méfi Browniv pohyb, ktery souvisi s velikosti ¢astic.
Normalné se DLS zabyva méfenim ¢astic suspendovanych v kapaliné [43].

Cim je &astice vétsi, tim je Browniiv pohyb pomalejsi. Mensi &astice jsou odraZzeny
molekulami rozpoustédla dale a pohybuji se rychleji. Pro DLS je nezbytna piesna teplota,
nebot’ je pozadovéana znalost viskozity (viskozita kapaliny souvisi s teplotou). Teplota musi
byt stala, jinak by konvekéni proudy ve vzorku zptisobily nendhodvné pohyby, které ovlivni
urceni velikosti ¢astic.

Rychlost Brownova pohybu je definovana veli¢inou znamou jako difuzni koeficient (D).
Velikost ¢astic je pocitana z tohoto koeficientu pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice:

_ kgT
- 3nnD ! (1)

kde d je hydrodynamicky pramér, D je diftzni koeficient, kg je Boltzmannova konstanta, T je
absolutni teplota a 7 je viskozita.

Pramér, ktery je méfen v DLS, je hodnota, ktera udava, jak castice difunduje v kapaling,
proto je pojmenovan jako hydrodynamicky primér. Pramér, ktery je pomoci této metody
ziskén, je prumér koule, ktera ma stejny difuzni koeficient jako castice. Difuzni koeficient
zavisi nejen na velikosti jadra Castice, ale také na jakékoli struktufe povrchu, stejné jako na
koncentraci a druhu iontd v prostiedi [44].

45.6 Laserova Dopplerova velocimetrie

Metodou LDV, ktera se také jinak oznaCuje jako laserova Dopplerova anemometrie,
stanovujeme zeta potencial. Méfeni zeta potencialu je pouzivano ke stanoveni stability naboje
disperzniho systému a k formulaci stability produkti. VétSina Castic rozptylenych ve vodnych
systémech ziska povrchovy naboj, hlavné bud’ ionizaci povrchovych skupin, nebo adsorpci
nabitych ¢astic. Tyto povrchové naboje upravuji rozloZeni okolnich iontl, coz vede
k vytvoteni vrstvy kolem castice, ktera se 1isi od ,,stfedu” roztoku (Cast roztoku, ktera je
uprostied, Castice se ovliviiuji pouze samy navzajem). Pokud se Castice pohybuje, napiiklad
Brownovym pohybem, tato vrstva se pohybuje jako soucast Castice. Zeta potencidl je
potencial v bodé€ této vrstvy, ktera se nazyva plocha skluzu. Naboj v této plose je velmi citlivy
na koncentraci a druh iontt v roztoku.

Zeta potencidl je jednou z hlavnich sil, ktera zprostiedkovava interakce mezi Casticemi.
Castice s vysokym zeta potencidlem a stejnym znaménkem néboje, at’ uz kladnym nebo
zédpornym, se navzajem odpuzuji. Obvykle vysoka hodnota zeta potencialu mtize byt vysoka
Vv kladném i zaporném slova smyslu, naptiklad -30 mV i +30 mV muize byt povazovano za
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vysokou hodnotu zeta potencidlu. Pro ¢astice a molekuly, které jsou dostatecné malé a maji
nizké hustoty, aby zlstaly v suspenzi, bude vysoky zeta potencial udélovat stabilitu. To
znamena, ze bude branit roztoku nebo disperzi v agregaci.

i Elektrickd dvojvrstva

*

Plocha slduzu

Céstice s negativnim
povrchovym nabojem

03

Sternova vrstva

-100 :'

Difiizni vistva

Povrchowvy potencial

) Sterntw potencial
mV
Zeta potencidl

Vzdalenost od povrchu castice

Obr. 11 Schematické zndzornéni zeta potencidlu [44]

Zeta potencial je méfen aplikaci elektrického pole pies disperzi. Castice v disperzi se zeta
potencidlem piejdou k elektrodé s opaénym nébojem rychlosti Umérnou velikosti zeta
potencialu. Tato rychlost je méfena pomoci laserové Dopplerovy anemometrie. Posun
frekvence nebo fazovy posun dopadajiciho laserového paprsku zplsobeného témito
pohybujicimi se Casticemi se méfi jako mobilita ¢astic. Mobilita je pfevedena na zeta
potencidl zadanim viskozity disperzniho prosttedi a pouZitim Smoluchowskiho nebo
Hiickelovy teorie [44].

4.5.7 Vysoce rozliSovaci ultrazvukova spektrometrie

Ultrazvukova spektrometrie pracuje se dv€ma charakteristikami, a to rychlosti ultrazvuku
a jeho amplitudou. Rychlost Sifeni ultrazvuku je urena dvéma vlastnostmi prostiedi, jimiz
se §ifi. Tyto vlastnosti jsou hustota a elasticita, kde elasticita obvykle dominuje. Rychlost
Sifeni ultrazvuku klesd v potfadi tuhé latky > kapaliny > plyny. Stru¢né feceno, tuz$im
prostiedim se toto vinéni §ifi rychleji. Elasticita je extrémné citliva na lokalni uspofadani
molekul a intermolekuldrni interakce. Méfeni rychlosti proto zprostfedkovava informace
o téchto vlastnostech vzorku.

Amplituda ultrazvuku byva po prichodu néjakym vzorkem zmensena, proto se bézné mluvi
o meéieni zeslabeni. Zeslabeni je disledkem ztraty energie ultrazvuku v prostiedi.
V heterogennich prostfedich je hlavni pficinou rozptyl vinéni na ¢asticich (heterogenitach).
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Me¢teni zeslabeni je proto zdkladem pro stanoveni velikosti koloidnich ¢éstic a jeji distribuce.
V homogennich prostiedich si lze pfiCinu zeslabeni znazornit jako oscilacni narusovani
rovnovahy chemické reakce A + B <> AB. V kompresni fazi priichodu vinéni jsou reaktanty
jako by stlateny ve sméru vzniku produkti, v dekompresni fazi dochazi k relaxaci
do rovnovéhy, pii které dochazi k absorpci energie vinéni. V téchto pfipadech tak méfeni
zeslabeni umoziuje sledovat kinetiku rychlych chemickych procesu [37].

Vysoce rozliSovaci ultrazvukovy spektrometr umoziiuje méfeni ultrazvukové rychlosti
a ultrazvukového zeslabeni v analyzovaném vzorku, popisujici Sifeni ultrazvukové viny.
Ultrazvukova vlna je vlna podélnych deformaci, kde se komprese a dekomprese vyskytuji
ve sméru §ifeni viny.

Sifeni viny /-_-.

vibrace

Obr. 12 Ultrazvukova vina [45]

Ultrazvukova rychlost (u) je rychlost této viny a je spojena s vilnovou délkou (1),
a frekvenci oscilace deformace (f):

Ultrazvukové zeslabeni (&) popisuje rozklad amplitudy ultrazvukové viny prochazejici pies
vzdalenost X:

A=A, e~ 3)

kde Ao je amplituda ultrazvukové viny vstupujici do vzorku a A je amplituda viny
prochazejici vzorkem pies vzdalenost X.

Ultrazvukova rychlost a zeslabeni v kapalinach

V kapalinach je ultrazvukova rychlost (U) popsana hlavné stlacitelnosti:

1

U= 4)
po= - 1(2), 0

kde p je hustota kapaliny a fs je adiabaticka stlacitelnost, ktera predstavuje relativni zménu
objemu V za jednotku aplikovaného tlaku P pfi konstantni entropii S.
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Obr. 13 3USF KRGV UD]Y X NJREP LY O QX 450 VW Y tP L

3 L Y\WWRNp XOWUD]YXNRYp U\FKORVWL MH PWaU VW& DHEWR
ULJLGQt VLEOWiKQOWHOUPRDWIPFR S L Qt]Np U\FKORVWL MH
MVRX LQWHURROMBREPUQt

V NDSDOLQIiFK MH XOWUD]YXN@EYY XHYEBDRRHQR]SW\ORYEéEPI
D U\FKORX FKHPM4BINRX UHOD[DFt

Obr. 14 &KHPLFNi UHOD[®OBPSDHBL QY LFH Y
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace huminovych kyselin

HK pouzité v ramci této diplomové prace byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy
(viz Tab. 2). Obsah popela byl 1,98 % hm.

Tab. 2 Elementarni slozeni HK (atomovad % jsou vztazena na vzorek bez vihkosti a popela)

atomova %
C H 0] N S
43,9 40,2 15,0 0,7 0,2

Celkova kyselost, vyjadfend jako celkové latkové mnozstvi H' iontl v kyselych funkénich
skupinach jednoho gramu vzorku, byla stanovena pomoci konduktometrické titrace suspenze
HK (1g:50 dm® 1 M roztokem NaOH z priseciku dvou linearnich vétvi zavislosti mémé
vodivosti na pfidavku NaOH (viz Obr. 15). Obsah kyselych funkénich skupin vzorku HK
&inil 4,94 mmol-g™*. HK izolované z lignitu v&etn& jejich agrega¢niho chovani a rozpustnosti
ve vode byly dale podrobné charakterizovany v nékolika pracich [46] [47].

18 14
16 - >
14
- 10
12
10 - 8
: z
) 8 |
é 6
~ 5
- 4
4
-2
2
0 T T T T T O

pfidavek NaOH (mmol-g!)

Obr. 15 Zavislost mérné vodivosti a pH na pridavku NaOH pri titraci vodné suspenze HK

V rozmezi vinoétd 3600 az 3000 cm™ se nachazi §iroky pas, ktery je charakteristicky pro
valen¢ni vibrace —OH skupin spojenych vodikovymi miistky, oblast pastt 3000 az 2800 cm™
nalezi symetrickym a antisymetrickym valen¢nim vibracim skupin —CH,— a —CHjs. Intenzita
téchto pasu je ale nizka, protoze jsou Castecné piekryty pasem —OH vibraci. Absorpéni pasy
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VREODVWL DA&S tVOKRt YDOHQPQtP YLEUDFtP NDUERQ\O]
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Obr. 16 FT-IR spektrum vzorku HK

52 3RWHQFLRPHWULFNp VWDQRYHQt S+

8 SUYQt NRQFHEKMWUIIDM> B\GR S+ SRP UQ NRQVWDQWOQt X ]
VH JY\&XMtFt VH NBRIFPHEWUTHQREHQIQ BRNOHGSYR HGHN W
8H VLOQ DONDOLFNp SURVW HGt SRGSRUXMH GLVRFLDFL +.
H" LRQWS$ ML GRNid8H RYOLYQLW FHONRYp S+ URNAORNX 8 N
E\OD SR]JRURYIQD SVHPGHiFROQMPFLNOHVDW +RGQRW\ S+

S LSUDYHQ&FK QHXM2UDERPRFt #+&® MVRX QHSDWUQ Y\4dit Q
S tP&P HG QtP 1D&0O 7HQWR WUHQBQINMWDINHS RG] HX (S LRV @ t NN
(1,5gpm® MVRX KRGQRW\ S+SYURHPH Q DBWBMQEDQp NRQFHQWU
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]SSVREHQ\ RGOLAQRX S tSUDYRX RERMX é AR QNFRIQRMHLDN QRFHKD
(10 gfm® MH VSROHPpQé SUR RE DG\ 9HUBUMXKNS$ RG U E\@DF
NRQFHQWUDFtFK S LSUDY HQHIY @itd' B\OX SMWURXAG\D®t 1D2+ F
RYOLYQLOR MHMLFK GLVRFLDFL D VWUXNWXUQt XVSR iGiQ
URJWRN MHQ GiOH HG Q 0 1D&O

Obr. 17 =iYLVORVMROFHQDWUDFL +. SUR YAHFKQ\ NRQFHQWU

53 3 tPi NRQGXNWRPHWULH

1HMY\44t KRGQRW\ P UQp YRGLYRVWILDE¥O\8] MR HNR Q F @\
DG\ YRGLYRVW NOHVDOD VH JY\aXMtFt VH NRQEHRWW BiFXt 8
NaCl byly hodQRW\ QDP HQ&FK YRGLYRVWt SUDNWLFN\ NRQVWE
P UQp YRGLYRVWL E\O\ ]D]QDPHQiIQ\ X DID23 SRPRFHGE @H
1D UR]GtO RG P HQt S+ NWHUp QiP GiY(DH Q LRWRMDHKY, SRX]H |
YEVOHBNHQt YRGVREVWRKYQXMt YOLY Y&HFK S tWRPQEé&FK
SRK\EOLYRVWL MHGQRWOLY&FK W\S$ LRQWS$ (Q MHMD BK WEF
SURVW HGtFK MDNR MH QDS 0L RS S- HMDRK VSR K\E D
VSRURYQi®EI 1PLa4t FR& VH SURMHYLOR SUiY VY\44dt NRQGX
3RVWXSQéP ]Y\4RYiQtP NRQFHQWMDFK [BiV@RF®p]t QM XWUD
RVWDWQtFK LRQWS$ VH WtP JY\AXMH 5R]GtO PH LS ¥ RFEEN AV W
SRGREQ MDNR X YBVOHGNS$ P HQt S+ RGOLAQRX S tSUDYRX
S tWRPQ&FK LRQWS$ MDN MH XYHGHQR YéaH
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Obr. 18 Zavislost mérné vodivosti na koncentraci HK pro vSechny koncentracni rady

5.4 Meéreni hustoty

U koncentra¢ni fady HK v NaOH hustoty stoupaly se zvySujici se koncentraci. Stejné¢ tomu
bylo u koncentra¢ni fady HK v NaCl pfipraveni z NaOH neutralizaci pomoci HCI. Odlisna
zavislost byla pozorovana u HK v NaCl, kdy hustota zpoc¢atku rostla az do urcité koncentrace
(0,5 g-dm™) a poté byl zaznamenan pozvolny pokles. Jak jiz bylo zjisténo [38][48][49],
molekularni organizace roztoki HK se prudce méni kolem 0,5-1 g-dm™, coz miize byt divod
tohoto zjist€ného lokalniho maxima. Opét se zde potvrdil silny vliv pH prostfedi a zptisobu
ptipravy roztokd. V silné alkalickém prosttedi jsou fetézce HK vice rozvinuty, coz
v kombinaci s vy$sim obsahem negativné nabitych huminovych ¢astic rezultovalo v nejvyssi
hodnoty hustot. U druhé koncentracni fady bylo uspotfddani HK v roztoku vzdy obdobné
stejné koncentraci v prvni fadé, nebot’ §lo o roztoky v NaOH. Teprve neutralizaci pomoci HCI
doslo k prudké zméné pH a tim 1 afinity huminovych ¢astic k okolnimu prostiedi. Rostouci
trend hustoty s koncentraci zde zustal tedy zachovan. Pti fedéni pomoci NaCl byl zpisob
pfipravy jiny a ke zménadm pH dochdzelo pouze v souvislosti se zménou koncentrace HK.
Zmény hustoty jsou tedy mnohem mensi v porovnani s ostatnimi dvéma fadami a odlisné
piiprava se navic projevila jiZ zminénym lokalnim maximem.
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Obr. 20 UV-VIS spektra HK v NaOH pro vybrané koncentrace
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Obr. 21 UV-VIS spektra HK v NaOH a HCI pro vybrané koncentrace
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Obr. 22UV-VIS spektraHKVID&O SUR Y\EUDQp NRQFHQWUDFH
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Obr. 23 Maxima vUV-VIS spektrech HK MaCl pro koncentrace 0,2fm*a 1,5g fm?®
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56 '\QDPLFNé& URYSWMWQO

Na Obr. 24& MVRX XYHGHQi\Y ISVIONROWDWGEH LQWHQ]LW\ UR]JSWEOHQ
MHGQRWOLYE&FK YHOLNRVWt NDEGpS DA INRQE\KDQ W UDLF § \P] Q
iG XYHGHQE&FK S tNODGYRYWRFa&FK ¥WH Y&HX K ODNYWXMUDNGF
YHOLNRVWL piVWLF D M H MIHAKL FEYVMRQISHDWHDRBRFK @iYVVOR V'
GRFKiSRNXQX PD[LP L JML3&W Qp LQWHQ]JLW 8 Y&HFK NR
]JDVWRXSHQ\ piVWLFH R SU$RmMU¥akeHI) BtV MA\HE WAtFK piVWI
sSU$P UHP R YHGHOODRW \{frakce 2) E\O PQRKHP PHQ&at D X Q N
NRQFHQWUDFt W\WR piVWLFH QHE\O\ Y$EHF ]D]REEPHQiQ\
X W HWt NRQFHQWUDpPQt DBG\S YS [ DAVp & URD E]NF$SN&DH X W U
SRPRFt +&0 E\O X QHMQL&4t NRQFHQWUDFH ]D]QDPHQiIQ Yél
2000 QP VSRMHOEVWHP LQWHQJLW\ =DVWRXSHQt ptowitW LF Y W3
S tSDG ]$VWDOR SUDNWLFN\ VWH&Qp MDNR X R iG Y\&d4at NF

J GF

J &P
J GP
J GP

Obr.24 =iYLVORVW R {SWEQ@|H QK WBRE MHEDD RWOSYRFKXK\FUHDQNR VW
koncentrace HK WaOH
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Obr. 25 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro vybrané
koncentrace HK v NaOH a HCI
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Obr. 26 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro vybrané
koncentrace HK v NaCl



*UDILFNp JiYLVORVWL LQWHQ]LW\ UR]SWEOHQpPKR VY WOD
R VWHMQp NRGEFIQBUBRNW YHGtFK XND]XMt &H VH Y]JU$VWD
D SRVBXWQLAAtP YHOLN RrY WKHWP1 p &M SFL B UEXWHWOMPO L]DFt 1D 2 4
SRPRFt(Gbs Q7+ 6RXpDVQ E\OR JMLAW QR agfin® WHR Q\F HQW U [
DG 19&BUDYHQé& S tPSRIXIEEGEHWWRXSOR ]DVWRXSBHQt PDO.
aYHONp piVWLFH SUDNWLFN\ Y\PL]HO\

J GIRK v NaOH
J GRK v NaOH a HClI

J GRK v NaCl

Obr.27 =iYLVORVW LQWHQ]LW\ UR]SWEOHQpPKRpGMKWOD piVWLFI
0c=001gfmv U$]QEéFK SURVW HGtFK
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20

— 0,02 g'dm™ HK v NaOH

5 N —— 0,02 g'dm™ HK v NaOH a HCI

— 0,02 gdm™HK v NaCl

0 T T T u
0 2000 4000 6000 8000 10000
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Obr. 28 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0 ¢=0,02 g-dm™ v riznych prostiedich

20
— 0,1 g-dm®HK v NaOH
— 0,1 g-dm®HK v NaOH a HCI
15 -
— 0,1 g-dm®HKv NaCl
S 10 A
5 -
0 7 T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000

d (nm)

Obr. 29 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0 ¢=0,1 g-dm™ v riznych prostiedich



Tab. 4 Nameérena maxima velikosti astic frakce 2 pro vsechna prostredi

HK v NaOH HK v NaOH a HCI HK v NaCl
C(zdm®) dy(m)  1(%) dy(m) 1 (%) d,(m) 1 (%)
0,01 5560 13 5560 2,6 5560 34
0,02 5560 2,8 5560 2,7 - -
0,1 5560 2,6 5560 23 5560 25
0,2 5560 2 5560 1,6 5560 1,6
05 5560 1,7 5560 11 5560 0,1
1 5560 17 5560 04 5560 0,1
15 5560 0,2 5560 0,4 - -
2 5560 0,9 5560 0,3 5560 0,3
4 4801 0,2 4801 2,7 - -
5 5560 55 5560 0,1 5560 0,2
6 5560 0,8 5560 04 - -
10 5560 0,6 5560 0,6 5560 0,1

Dalsi zvySovani koncentrace vedlo k postupnému snizovani obsahu velkych castic az na
minimum (viz Obr. 30). Pro prostiedi NaCl pfipraveného neutralizaci NaOH pomoci HCI
bylo dosazeno vysokého podilu velkych &astic u koncentrace 4 g-dm™ (Obr. 31) stejné jako
pro prostiedi NaOH u koncentrace 5 g-dm™ (Obr. 32).

15
—  15g-dm®HK v NaOH
——  1,5g'dm™® HK v NaOH a HCI
10 - —  1,5g:dm®HK v NaCl
\O\f/ ﬂ
5 -
0 : e ——— :
0 2000 4000 6000 8000 10000
d(nm)

Obr. 30 Zavislost intenzity rozptyleného svétla casticemi jednotlivych velikosti pro HK
0c=15 g-dm?
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4 J G¥HK v NaOH
4 J GHHK v NaOH a HCI

4 J GHKvNaCl

Obr.31=iYLVORNQ]LW\ UR]SWEOHQPKR VY WOD piVWLFHPL MHG
o c=4g fm?®

5J GHKvNaOH
5J G¥HK v NaOH a HCI

5J GHK v NaCl

Obr.32=iYLVORN@ILW\ UR]SWEOHQPKR VY WOD piVWLFHPL MHG
oc=4g{fm?®
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3RORK\ SUY QtKrRkc® D BlPHDMAS USOMWiVWLF D LQWHQJLW\ UR
VY WOD piVWLFHPL MHGQRWOLY&FK YHOLNRQYIWD M&RMtE R
VORXSFRY&FK JUDIHFK 2EU D 2EU

Obr.33=iYLVORVW SU$P UXMUDWL F.QPURRQHFEK QD SURVW H

Obr.34 =iYLVORVW LQWHQ]JLW\ UR]SWEOHQpPKR VY WOD piVWLFHPL
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57 IDVHURYi 'RSSOHURYD YHORFLPHWULH

ZHWD SRWHQFLIO VH ]%\@XRtot NBSQRNVOQWHIGIFLD2+ +RGQR\
SRWHQFLIOX QHE\OR PR&Qp @pnP DLAW (817 R QMHRERF'HE)DAMUWYIDF H R | W
E\OD WPDYi QeDQHREODR RBRRA&AQpP SURWRQIMHOWN ODNOINIIPGD +. Y
S LSUDYHQPP QHXWUDOHEDFRi1PRQLPXPRE L NRQEHPWUDFL +
a 2gpm® 8 NRQFHQWUDpQD&EDMGS tSWDYHQWMR QtPerD&0O E\O
]D]JQDPHQIQ SUXGNé SRNOHV JHWD gERWH GFQi ¥ RUHP RRQF
RS W NRUHVSRQGXMH VH ]P QRX RROWRXAiSQt RRQPAQWE H
1gHm®[38][48][49].

Obr.35=iYLVORVW JHWD SRWHQFLIiOX QD NRIQFHQWUDFL +.

58 9\VRFH UR]JOL&ARYDFt XOWUD]YXNRYi VSHNWURPHWU

B8OWUD]YXNRYi U\FKORVW L ]HVODERGOKEZO6HP Y HQSV B/ D MItF|
NRQFHQWUDFt +. NOHVDOD XOWUD]YXNRYi UIFKORVW SUR S
HG QtP 1D&0 B8OWUD]YXNRYi U\FKORVWDEONRBQSH@WH®Q p
QHXWUDOL]DFt 1D2+ SRPRFt +&0 BYOD SIR®P GR WERIFAHQ W U
U koncentracd g fm® E\OR GRVD&HQR PD[LPD D SRWp E\G6]D]QDPHQ]
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Obr.36 =i YLVOIRMIMFKORVWL XOWUD]JYXNX QD NRQFHQWUDFL +.

Obr.37 =iYLVORVW XOWUD]YXNRYpKR JHVODEHQt QD NRQFHQW
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2S W E\OR SRWYUJHQR ORVWHHQG® K VWHMQé X SUYQtFK G\
zURJWRNS$ 1D2+ YL] NDS 8 O/W U'D]]LY SOV Y Il t FH VNOFDERHHDQ W U
YAHFKQD SURVW HGt YL] 2EU

ZXOWUD]YXNRYp U\FKORVWL E\OD Y\SRptWiQD VWODpPLWHC
S HSRptWwiQD QD UHODWLYQt VWODpPLWHOQRVW Y]KOHGHP N

= bs
,Brel - Bo' (6)

kde o MH UHODWLY Q¢ MW (MIBHLLDNEHDEWY R YOWW RIWWY Y ODpLWHO Q R\
(4,47736-10% pa™).

SHODWLYQt VWODpPLWHO@RVNR Q PH Y OIBDF HSHKRY 30UV F
S LIBYHQpPP S tREMtP SRBPROt E\OD UHODWLYQt VWODpPLWHOC
NRQVWDQW entrdde B5@-dNRDpDOD SRVWXSQ NOHVDW 8 NRQF
v1iD&O S LBRUMHXWUDOL]DFt 1D2+ SRPRFt +&0 E\OD UHODV
NRQVWDRNOHY UHODWLYQt VWODPLWHOQRVWL VH JY\aXMtF
molekul vody z K\GUDWDpPQtKR REDOX DNWLYQtKR PtVWD +. GR RI
IOH[LELOQ M&tKRKABWYDWRpPpORGGREDOX MH WRWLA PYiIQ VWOTL
Jakmile dojde k XYROQ Qt YH&ANKNG®YDYWIDHQIKR REDOX UHODWLYQt

NRQVVBO.QWQt

0,996

B HK v NaOH
0,995 [ | n B HK v NaOH a HCI
ey - -
B HKv NaCl
0,994
HEE g B |
[ ]
0,993 g
o 0,992 - " [ ]
x u . "
0,991 - [ [ ]
[ ]
0,990 A -
0,989 ~
[ ]
0,988 T T T T T
0 2 4 6 8 10

C (g-dm?3)

Obr.38 =iYLVORVW UHODWLYQt VWODPLWHOQRVWL QD NRQFH
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6 =E9 5

3 HGOR&HQi GLSORPRWWUGEHPVHP]QERRQIRUPDFH D PROHN
HK YH YRGQ&FK JURIIWRRVWLY QD MHMLFK NRQFHQWUDFL D ]St
%\O\ S LSUDYHQ\ NRHEFHH WUBDPBIQtUSIGEFK SURVW HGtFK D
S LSUDYMQEPHXEWUDOL]DFt 1D2+ SRPRFtHG&QIECRHER S tP&l
INRXPiQt FHKRYHQtYRGQEFK UR]JWRFtFK E\O\ Y\EUiQ\ QiVOHG!]
SRWHQFLRPHWULFNp VWD@WRPHQMUSH S OM UDRRBXRYi D YLG
P HQt KXVWRW\ G\QDPLFNé& UR]SW\O VY WOD ODVHURYi
UR]JOLARYDFt XOWUD]YXNRYi VSHNWURPHWULH

9éVOHGRWHQFLRPHWULFNpKR VWDQRYHQt 8k vQlaRPHXND ] XMt
MVRX SRP UQ NRQVWDQWQt VH JY\aXMtFt VH NHR@BHQWUDF
SURVW HGt 1D&0O X RERX ]S $\BRIEEBOR AERUIDHYQ GkESMN@IHosM H
pH.

9RGLYRVW MH FLWOLYi QD REVDK D Yditdkd.RajvodtDie/ WR XS H
QHMYtFH RY@OWQ RQWA NWHUp PDMt RSURWL RVWDWQtP F
*UDILFNp JiIYLVORVWL P UQp WRGILRORNMAXIVQ B HNRIQ F]H QAX WD 1
NRQFHQWUDFt P UQi YR GKYWRSWRVNOHEKNODRINRDOFNEFK
SURVW HGtFK MDNR MH QDS OLRM2MS S- HMDRK MER KN\E O
VSRURYQTQa CIDQL&4t FR& ]|S$VRELOR Y\aat NRQGXNWLYL
S5RYQRP UQ&P [Y\d4RYiQtP NRQFHMMMIDAFKH p+V VEHRFGPH]tQN X W U D
RVWDWQtFK LRQWS RERWtBURVAX MGt 1D&O E\O\ QDP HQ\ S
KRGQRW\ P UQp YRGLYRVWL BRI/ A RFKIQY R B Q¥R WG BH F K \
]S$VREHQ RGOLAQRX S tSUDYRX SRX]H VH |GH SHRNH&4tO Y
KRGQRW)\ E\O\ ]D]QDPHQiQ\ SUR SURVW HGt 1D&0 S LSUDYH
8 QHXWUDOL]DpQt S tSUDY\ 1D&0 MH YR@WIQHRK WG BR)G \BW B W)\
QHER" SURGXNWHP UHDNFH MH YRGD NWHUi Pi ]DQHG
NRQFHQWUDpPQtFK DG MH JDVWRXSHQt LRQWS$ Y URJWRNX Y\

9 VLI DG LIWFPVMAOHBIVRX HW JFH]¥LQXWHN U @ YW § R
REVDKHP QHJDWLYQ QD E LWHBIKKQ K XIFA\ &R G ERMNE WRM F 8 G U XK
NRQFHQWUDpPQt DG\ E\QR]MWRINX i@ 3@\ REGREQpP YWHMQp N
DG QHER" &0 RNIOHURIQRXW YD O L ] DHEIKUFHR PR 6 R aYERI IN Q p

]JP Q S+ D WtP L DILQLW\ KRAPRQHPHF IS DRWWLAGN 5RVWRXF
sSNRQFHQWUDFt ]GH ]$VWDO WH GlozZekE KB¥ OQ E\DL] S8 REt S RSP
MLQ& D NH ]P QiP S+ GRFRXHOM BRYNRWHFHOWRRFH +. =P
KXVWRW\ MVRX W H GS RUFRRKR\PWHDHGtPY GY PD DGDPL D RGO
NURP MORH®RY 6JRtQ Q&P ORNiOQtP PD[LPHP

1DP HQK98® VSHNWHDAKNVPOY\aXMtFt VH NRQFHQWUDFt
spektra SRVRX WD BAtIREVRUEDD MRQFHQWUDpPQDP&DG\SH.SYDYHQp
S tPémMG QUP&O E\O SRJRURYIQ Y]QLN PD[LP YH yBHE NWUHFK
al5gim® +RGQRW\ KXPLILNEBEQEKR DQSHQtFK GYRX DG YHO
]JDWtPFR X 1D&0 MHKR KBIBQRWD NOHVOD WpP R
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986VOHGN\ ]JtVNDQH PRWNVRLEFRIO\ &H YHOLNRVW piVWLF D MH
MDN QD ]S$VREX S tSUDY\ WDN QD NRQBSHSMSODRLHP. |ID B0
VNRQIRUPDFL D PROHN X Okahcentradd Brg’ (3B FA[48.R O H P

+RGQRW\ JHWD SRWHQFLIiO->B0MWpe MKWVEIRY2FO\FRROHBRYtGI
R VWDELOLW yWRWIPXFHBQWUWpQt DG\ QHE\O\ QDP HQ\ KR
koncentrace4 gim® NY$OL ]DEDUYHQt URJWRN$ B5R]JWRN\ E\O\ QD\
PRAQpP SURVYtWRQFIOQWHODH@t1BED StLSUDYHQpPP QHXWUDQGC
SRPRFt +&0 Pi BLIQ NRQFHQWU @H® a 20T (pod -30mV), kdy

E\O V\VWpP QHMVWDELOQ Mat 1D &M GF HRUDYDH@HE [BERP &P Y
1D&0O E\O ]D]QDPHQIQ SUXGNé SRNOHV JHWD BROBQWVHIOX
QHP QLO 8 WpWR MKBQFAHQWKRBEQRW)\ [BWDI SRREH PFIRIXGQL
R QHVWDELOLWR]WRABR XY H'WYR LO\ DJUHJiW\

6H YJUSVWDMtFt NRQFHQWUDFt +. NOHVDOD XOWUD]YXNR"®
S LSUDYHQpMHG (PRO FRa MH GSND]HP WYRUE\ DJUHJIWS$ Y
U\FKORVW X NRQFHQIUD SQESDBYHQYP QHXWUDOL]DFt 1D2+
do koncentrace gfm® SRP UQ NRQVWDQW4xHm§ MR@FE R WUEHMHR P DL
D SRWp E\QID]9RREBHY 8OWUD]YXNRYp JHVODEHQt VH Y]U{
YaHFKQD SIHODWH®MpLWHOQRVW NOHVDOD VH NXORXMtFt Vi
UHK v1D&O S LSUDYHQpK Qi®&® E\OD UHODWLYQt VWODpPL
SRP UQRQVWDQWQt D R@{MR DIFP-DQONMU BRN W8S QY FMOHRY BW R X
SURVW HGt NOHVDMtFt WHQGHQFH U @iy VIDLIVYUE BaAdBuUO D p L W H (¢
8 NRQFHQWUDDpPOD&DGS tSYDYHQpPP QHXWUDOL]DFt 1D2+ SRI
VWODPLWHOQRARE SRRNIWXQYWQRD QH Soztekik BRR©WYVDUH B DiwWwg
VWODpPpLWHOQRVWL VH ]JY\aXMtFt VH NRQFHQKXG DBtWNDHQGK®R
REDOX DNWLYQtKR PtVWD +. GR REMHPX UR{3RDAN GDODG D
v K\GUDWDpPpQtP REDOX MH WRWLA&a PpQ VWODpLXWRIDX QHAE °
YHANHUpKYBGDWDpPpQtKR REDOX UHODWLY@/]JVWODPLWHOQR

94HFKQ\ PHWRG\ XND]XMt QD WR SaH GtFRYB/(IREK 1D2+ P
vNaOH, tak HK v1D&O S LSUDYHQpPP QHXWUDOL]DFt 1D2+ SRPRF
5RIWRN\ +. S LSUDYHQp HG QtP SRPRFt 1D&0O VH FKRYDI
UR]GtOQ&P SRVWXSHP S tSUDY\ 3UI$]R8FKWS UNRR/G\F HGWFKD B R
]JP QiP YH VWUXNWXUQtP XVSR ir6ziekt. KXPLQRY&FK piVWLF Y
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hustota

objem

tlak

entropie

absorbance pii vlnové délce 280 nm
absorbance pii vlnové délce 465 nm
absorbance pti vinové délce 665 nm
humifikaéni index

relativni stlacitelnost

stlacitelnost vody
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