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1. Uvod

Huminové latky (HL) predstavuji nejvetsi a z hlediska
globalni stability na Zemi nejvyznamnéjsi zasobu organic-
kého uhliku. Jsou vysledkem biochemickych a chemic-
kych reakci doprovazejicich rozklad a pfemény zbytkl
rostlinné a mikrobialni biomasy (souhrnné nazyvanych

hoto procesu, jsou lignin a produkty jeho pfemény, dale
polysacharidy, melanin, kutin, lipidy, nukleové kyseliny
aj. Jen v ptudnich uhlikatych slouceninach je vazéano pfi-
blizné 3,3krat vice uhliku neZ v atmosféfe a 4,5krat vice
neZ v zivych organismech'. Na organické slouGeniny pfi-
padaji téméf dvé tietiny pidnich zasob uhliku, z toho nej-
méné polovinu tvofi chemicky relativné odolné huminové
latky. Dalsi zasoby huminovych latek jsou rozpustény ve
vodach nebo ulozeny v sedimentech mofi, jezer, vodnich
tokd a v loziscich raseliny, lignitu a uhli. Nepfekvapi pro-
to, ze huminové latky zasadnim zplsobem ovliviji Zivot
na Zemi — urCuji kvalitu pid, vod a vazanim uhliku
v relativné stabilnich slouceninach také slozeni atmosféry.
Prvotadou otdzkou pro pochopeni tlohy HL v globalnich
procesech pfemén uhliku je urceni jejich komplikované
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struktury. Nejvyznamnéj$im nastrojem pro jeji studium je
C nuklearni magneticka rezonance (NMR).

NMR je spektrometrickd metoda, umoZiujici studo-
vat strukturu sloucenin méfenim interakce elektromagne-
tickych vln s jadry nékterych atomi v silném magnetickém
poli. Méfenim vzorku ziskdme jeho NMR spektrum, zna-
zorfiyjici zavislost intenzity této interakce na frekvenci
elektromagnetickych vin, ktera je vyjadiena jako tzv. che-
micky posun ¢ (1),

o= (sz - Vstd) . 106 / Vstd (1)
kde vy, a vqq jsou frekvence signalti vzorku a standardu
(naptiklad tetramethylsilanu, TMS), bezrozmérny parame-
tr  se vyjadfuje v jednotkach ppm. Protoze vlastnosti ja-
der *C jsou ovlivnény jejich nejbliz§im okolim, lze
zNMR spektra ziskat podrobné informace o struktufe
molekul. Blizsi informace o principech metody lze nalézt
v monografiich® nebo skriptech®. Struktura huminovych
kyselin se studuje predeviim *C NMR spektroskopii, pro
specialni ugely se méii také jadra 'H, *'P (cit.”), Al (cit.°),
'53Cd a vzacng i "N NMR spektra’, ktera jsou extrémné
narocna na pristrojovy cas.

Prvni pokus pouzit NMR k charakterizaci humino-
vych kyselin (HK) byl sice proveden jiz pocatkem Sedesa-
tych let minulého stoleti®, vyuziti *C NMR spektroskopie
ke studiu struktury HK v8ak umoznila az dostupnost NMR
spektrometrii s Fourierovou transformaci’ (FT) od druhé
poloviny 70. let. Dnes je *C NMR spektroskopie povazo-
vana za zakladni metodu studia struktury huminovych
kyselin, pidni organické hmoty i sedimentd a uhli.
"C NMR spektra HK lze méfit v roztoku i v pevné fizi.
Ob¢ techniky maji své prednosti i nevyhody. Pfi rutinnim
méfeni °C NMR huminovych latek v pevném stavu byva
preferovana technika CP/MAS NMR (Cross Polarization,
Magic Angle Spinning, zkiiZen4 polarizace pfi rotaci vzor-
ku pod magickym thlem), ktera umoznuje méfit téZ neroz-
pustné frakce huminovych latek a vyhnout se pfipadnym
zménam struktury HK pfi rozpousténi. Na pfistrojovy Cas
vys$si rozliSeni a také problémy spojené se stanovenim
jednotlivych typti atomu uhliku jsou 1épe prostudovany,
takze ziskané hodnoty predstavuji urCity standard, pouzi-
vany pfi vyhodnoceni vysledki jinych technik.

V tomto prispévku si klademe za cil (i) prehledné
shrnout soudobé poznatky o vyuziti *C NMR spektrosko-
pie v roztoku (LS, liquid state) pii studiu struktury, che-
mickych a biologickych vlastnosti huminovych latek a (ii)
prezentovat vysledky studia huminovych kyselin a fulvo-
kyselin charakteristickych pro pldy a fosilni loziska hu-
musovych hornin (radelina, lignit, oxyhumolit) v Ceské
republice a poskytnout tak srovnavaci material pro hlubsi
studium struktury huminovych latek nejen v aplikovanych
oborech.



Chem. Listy 105, 752760 (2011)

2. Méfeni *C NMR spekter huminovych
kyselin

Podil isotopu *C v piirodnim uhliku je pouze 1,1 %,
avSak diky vysokému obsahu uhliku v huminovych kyseli-
nach (40-65 %) lze *C NMR spektra huminovych kyselin
méfit 1 pres nepiili§ velkou citlivost tohoto jadra se spinem
¥4 (gyromagneticky pomér yc = 67,283-10° rad. T™'s ™', rela-
tivni citlivost vici 'H je 1,59-107%). Ur¢ity problém pro
meéfeni predstavuje prirozena slozitost huminovych kyse-
lin, kterd ovliviluje spin-miiZkovou relaxacni dobu T ato-
mového jadra "*C (spin-miizkova relaxacni doba T} je &as,
ktery potiebuje excitované jadro k pfenosu energie na
okolni jadra tak, aby se vratilo do pivodniho stavu). Na
rozdil od elektronovych, vibra¢nich nebo rotacnich excito-
vanych stavli je spin-miizkova relaxace systému jader,
obzvlast u jader se spinem Y%, velmi pomald, coZ je zpiso-
beno komplikovanymi inter- a intramolekuldrnimi interak-
cemi, které jsou ovlivnény strukturou molekul. Tato slozi-
tost se vysvétluje pseudomicelarnim uspofadanim humino-
vych latek v roztoku'’. Naproti tomu spin-spinova relaxace
T,, coz je doba ztraty koherence magnetizace excitované¢ho
stavu, se zkracuje se zvétSujici se molekulovou hmotnosti.
Jinymi slovy, ¢im je molekularni pohyblivost nizsi, tim
delsi je relaxacni Cas T ur€itého jadra, ale kratsi Cas 7». To
vyznamnym zpusobem zvétSuje Sitku signaltl a tim snizuje
rozliseni *C NMR spekter.

5C NMR spektra HK v roztoku se obvykle méfi na
spektrometrech s pracovni frekvenci 400-600 MHz ('H)
v roztoku 0,1-0,5M-NaOD v D,0. Jina rozpoustédla, na-
priklad dimethylsulfoxid (DMSO), se pouzivaji méne,
jejich pouziti je opodstatnéno naptiklad u dvourozmérnych
NMR spekter'!. Navazka HK se pohybuje okolo 200 mg,
koncentrace je 50-100 mg ml™". Pfi vy3ii koncentraci HK
i NaOD se kvili vyssi viskozité a iontové sile zhorsuje
kvalita spektra vlivem ztraty rozliSeni. Pulsni sekvenci
pouzivanou pro méfeni *C NMR spekter huminovych
kyselin v roztoku lze zapsat /2 — t,.q, kde n/2 predstavu-
je 90° uhel sklopeni magnetizace a f,,q dobu snimani
(akvizice) dat. Pro potlaceni nezaddouci interakce s jadry
'H, ktera se projevuje vznikem multipletd v "*C spektru, se
pouziva $irokopasmovy decoupling jader 'H, zalozeny na
vyuziti pomérné silného ptidavného oscilujiciho magnetic-
kého pole B,, které vyvola rychlé pfechody mezi energe-
tickymi hladinami jadra 'H, ¢imZ se zkracuje doba Zivota
spinovych stavu téchto jader. Dusledkem je potlaceni je-
jich interakce se spiny méfenych jader “C. K ziskani
kvantitativniho *C NMR spektra s decouplingem protond
je ovSem nezbytna dostate¢né dlouha relaxacni doba, aby
stacila relaxovat i jadra C s dlouhym spin-miizkovym
relaxa¢nim Casem 7 (zejména kvartérni uhlikové atomy).
Pro kvantitativni métfeni se obvykle pouziva metoda tzv.
inverzniho klicovaného decouplingu (Inverse Gated De-
coupling)'?, pii némz je protonovy decoupler zapnut pouze
pii snimani dat; pfi nasledujici relaxaci systému mezi dvé-
ma akumulacemi (skeny) je vypnut. Dosahne se tim jednak
zru$eni nep¥imych spin-spinovych interakci (‘H — °C) ve
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spektru béhem snimani dat, ale také primych dipdl-
dipdlovych interakci prostorem, jinymi slovy zabrani se
vzniku NOE (nukledarniho Overhauserova efektu) béhem
relaxaéni periody'’. Riznd schopnost relaxace C-atomi
a rizny vliv NOE na intenzitu jejich signali jsou totiz
hlavnimi pii¢inami toho, pro¢ nelze bézna *C NMR spek-
tra (na rozdil od 'H spekter) vyuzit pro kvantitativni analy-
zu. Pfi inverznim klicovaném decouplingu se béZzné pouZzi-
va pulsni opakovaci doba (recycle time) 5 s, néktefi auto-
ii'* viak voli pouze 2 s, jini"’ naopak az 8 s. Relaxatni
periodu Ize pfi této technice zkratit pouzitim mensiho skla-
péciho thlu (obvykle 45°). Relaxacni ¢inidla (napf. acety-
lacetonat chromity), pfidavana ke vzorku pro zkraceni
relaxaéniho Gasu, se pii méfeni *C NMR spekter humino-
vych kyselin nepouZzivaji (mj. kvili moznému srazeni hyd-
roxidt/oxidu pii pH>13).

K ziskani dostate¢né kvalitniho spektra HK
s vysokym odstupem signalii od Sumu je nezbytna pomeér-
n& dlouhd doba akumulace dat. Typickd doba méfeni *C
NMR spektra HK je 12 hodin. Vysledny zdznam FID
(Free Induction Decay, volné doznivajici indukce) se pred
Fourierovou transformaci matematicky upravuje s pouZzi-
tim vazici funkce. Tato vhodné zvolena klesajici exponen-
cidlni funkce rozsitenim zakladni linie spektra (line bro-
adening, LB) zvySuje pomér signélu k Sumu bez vyrazné-
ho sniZeni rozliseni. Pfi zpracovani *C NMR spekter HK
jsou nejvhodngjsi hodnoty'” LB v rozmezi 2050 Hz.

3C NMR spektra huminovych kyselin a fulvokyselin
prezentovana v tomto ¢lanku byla métena v 0,1M-NaOD
v D,0 spektrometrem Bruker Avance DRX 500 s pracovni
frekvenci 125,758 MHz ("*C) s témito parametry: teplota
298,15 K, praimér kyvety 5 mm, pocet akumulaci na jedno
spektrum 12 000, délka excita¢niho pulsu 5,7 ps (90°),
akvizi¢ni Cas 0,43 s, Sifka spektra 37 538 Hz, pulsni opa-
kovaci doba 5 s a 'H inverzni klicovany decoupling. Sig-
nal FID byl zpracovan s rozsifenim linie 25 Hz, chemické
posuny byly vztazeny k signalu TMS jako externimu stan-
dardu.

Casové naroénymi technikami DEPT a QUAT'® lze
ve spektru HK rozlisit signaly CHz, CH,, CH a kvartérnich
atomt C. Pii technice DEPT (Distortionless Enhancement
by Polarization Transfer, zvyseni citlivosti pfenosem pola-
rizace) se méii tii NMR spektra pfi rizné $ifce posledniho
(editac¢niho) 'H pulsu (0450, B9go @ B1350). Kombinace téchto
spekter'” poskytne t¥i subspektra, v nichZ se projevuje
signal pouze urCitych typt uhlikovych atomi
(methylovych, methylenovych, resp. methinovych), zatim-
co signaly ostatnich typt atomi C jsou potlaceny.
K ziskani DEPT spektra HK s dobrym pomérem signalu
k Sumu je zapotiebi ptes 12 000—15 000 akumulaci, coz pti
opakovaci dobé 5s odpovida celkové dobé méfeni cca
20 hodin, pro méteni kvartérnich atomt uhliku technikou
QUAT (QUATernary carbon observation) je pii opakovaci
dobé 10 s zapotiebi dvoudenniho méfeni.

Ziskani kvalitniho *C NMR spektra HK klade vysoké
naroky také na cistotu a rozpustnost vzorku. Pfitomnost
paramagnetickych iontd ve vzorku zpisobuje nezadouci
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rozsiteni signalil, proto byvaji ionty Fe** a Mn®* pii prepa-
raci HK odstrafiovany napf. kyselinou fluorovodikovou.
Rozsiteni signalit v '°C NMR spektru zpiisobuje také ne-
homogenita rozpuSténého vzorku. Pfipadny nerozpustny
podil ve vzorku HK je nezbytné pfed méfenim odstranit
odstfedénim; vylouceni ¢asti vzorku vSak muze kompliko-
vat interpretaci spektra i srovnani s vysledky jinych ana-
lyz. Také asociace molekul HK do ,.komplexti“ s nizkou
pohyblivosti, zplisobena vyssi koncentraci HK nebo pted-
chozim nesetrnym susenim vzorku pfi vyssi teploté, se na
kvalité spektra projevuje negativng.

Donedavna byla NMR spektrometrie huminovych
latek v roztoku omezena na studium huminovych kyselin
a fulvokyselin. Huminy, nejodolnéjsi frakce huminovych
latek, byly povazovany za neextrahovatelny zbytek. Sim-
pson a spol.'® viak ukézali, ze vice nez 70 % humind lze
prevést do roztoku postupnym extrahovanim roztokem 6M
mocoviny v 0,1M-NaOH a poté smési DMSO—6% H,SO,.

3.1. Piitazeni past v '?C NMR spektrech

V 3C NMR spektrech huminovych kyselin se rozligu-
ji ¢tyfi zakladni oblasti: oblast alifatickych atomt C (0 az
45 ppm), oblast O-alkylovych a peptidovych C atomi
(45-110 ppm), aromatickych a fenolickych uhlikd (110 az
160 ppm) a karboxylovych a karbonylovych atomd C
(160-200/230 ppm). Hranice mezi témito oblastmi nevoli
vSichni autofi stejné — naptiklad pro rozliseni alifatického
a O-alkylového atomu uhliku byvé n€kdy pouzivan che-
micky posun 50 ppm, hranice aromatického C byva vedle
uvedené hodnoty 110 ppm, obvyklé pfedevsim pii méfeni
v pevné fazi, kladena téz k hodnotdm posuni 103, 105
nebo 106 ppm. U NMR spektroskopie v roztoku je vhodné
volit jako spodni hranici aromatickych C atomi lokalni
minimum mezi 105-108 ppm, jehoZ pfesnd poloha je
ovlivnéna podminkami méfeni (koncentraci métené latky,
pH, iontovou silou roztoku). Podobné je posunuta horni
hranice aromatické oblasti na 165 ppm (cit.'?), zatimco pti
méfeni v pevné fazi se uziva 160 ppm. V hrani¢nich oblas-
tech se sice zpravidla nevyskytuji intenzivni pasy a rozdily
tedy nejsou velké, sjednoceni intervalll a podminek méteni
by vsak bylo zadouci.

V oblasti 0-45 ppm nalézdme signaly alkanovych
uhlikd mastnych kyselin a voskl, vyrazny signal pfi
22 ppm patii uhlikim CHj; skupin. Uhlikové atomy protei-
nu prispivaji signaly v oblasti 2060 ppm a signaly karbo-
nylové skupiny pfi 175 ppm. Signaly methylenovych sku-
pin pii 27, 31 a 40 ppm pfisluseji uhlikiim methylenovych
fetézctl v alkanech a mastnych kyselinach®, signaly pii 31
a 40 ppm patii pravdépodobné methylenové skupiné vaza-
né na benzenovém nebo aromatickém jadie’' (véetné me-
thylenovych mistkd mezi aromatickymi kruhy).

Oblasti 60—90 ppm dominuji signaly celulosy a hemi-
celulos, urcity podil pfipadéd také na atomy C postrannich
alifatickych fetézct ligninu. Pés pii 55-56 (58) ppm pfifa-
zujeme O-CH; skupindm methylovanych sacharidi
v hemicelulosach, do této oblasti prispivaji také a-C ato-
my aminokyselin (56-62 ppm) a alifatické CH, skupiny,
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vazané na aromaticky kruh v ligninu. Vyrazny pés
s maximem pii 72 ppm odpovida atomim C-2, C-3 a C-5
celulosy; maximum pasu C-1 celulosy je pfi 105 ppm.
Ramena pasu pfi 64 a 88 ppm odpovidaji zbyvajicim ato-
mim C-6 a C-4 celulosy, rameno pasu pii 103 ppm pocha-
zi od C-1 atomu hemicelulos. Pokud podrobime HK hyd-
rolyze v 6M HCI, maxima pii 62-64 a 72—73 ppm odpo-
vidajici atomim C v celulose a proteinech se jiz v NMR
spektru neobjevuji nebo jsou vyrazné nizsi.

Pés v oblasti ptiblizné¢ 95-105 ppm pfislusi anomer-
nim uhlikim v sacharidech, pasy mezi 62 az 80 ppm rtiz-
nym alifatickym alkoholiim a sacharidim. Pomér intenzity
tohoto pasu (resp. ramene pii 99 ppm) k souctu intenzit
pasti methinovych a methylenovych uhlikdi s maximy pfi
73 a 66 ppm poskytuje informace o typech ptitomnych
alifatickych alkohold. Pokud jsou napfiklad alifatickymi
alkoholy vyhradné hexosyls, je pomér Ioo/I73 roven 0,2.

Aromatické strukturni jednotky huminovych latek
jsou odvozeny od ligninu, polymerni latky rostlinného
ptivodu, slozené z monomernich jednotek — 4-hydroxy-
cinnamylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkoholu.
Na obr. 1 jsou zndzornény chemické posuny aromatickych
atomu C v t&hto jednotkach; alifatickd CH, skupina ligni-
nu, vazana k aromatickému kruhu, se projevuje signalem
pii 56 ppm. V aromatické oblasti spektra mizeme rozlisit
tfi vyraznéjsi signaly pii hodnotach chemickych posunt
pfiblizné€ 115, 130 a 145-150 ppm. Atomy C-2 a C-6 sina-
pylovych (syringylovych) jednotek, vyrazné zastoupenych
v dfevé listnatych stromll a v produktech jeho rozkladu,
prispivaji k pasu pti 105 ppm. Pti 130 ppm rezonuji kvar-
térni aromatické uhliky (C-1) a aromatické CH uhliky,
pokud se nenachazeji v poloze ortho nebo para k O-sub-
stituovanym aromatickym uhlikiim (C-2 a C-4 v 4-hydro-
xycinnamylové jednotce). Atomy C-3 a C-5 ve vazbach
-O-4 sinapylalkoholovych jednotek a atomy C-3 a C-4
koniferylalkoholovych (vanilylovych) jednotek, se proje-
vuji dubletem pfi 145 a 148 ppm. Signdl pti 150 ppm patii
O-substituovanym aromatickym (fenolickym) uhlikiim.
U pudnich huminovych kyselin miZze charakter aromatické
oblasti spektra prozradit jejich ptivod. Zatimco lignin jeh-
licnatych stromill je tvofen pfedev§im jednotkami koni-
ferylalkoholu, lignin listnatych stromd je tvofen z jednotek
koniferylakoholu a sinapylalkoholu a v ligninu trav je vy-

CH, CH, CH,
130 135 135

130 130 115 115 106 106

115 115 115 148 153 153
145 745 O—CHj HzC-0O 735 O—CHj
R OR OR
1 i i

Obr. 1. Strukturni jednotky ligninu, odvozené od 4-

hydroxycinnamylalkoholu (), koniferylalkoholu (Z7) a sinapy-
lalkoholu (Z17). Cisla udavaji charakteristické chemické posuny
aromatickych uhlikovych atomii v '>*C NMR spektru (ppm)™.
R oznacuje organicky zbytek
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znamné&ji zastoupen i 4-hydroxycinnamylalkohol (p-
kumarylakohol)®, coz se projevuje i ve slozeni humino-
vych kyselin.

Maximum v aromatické oblasti (106-165 ppm) byva
u spekter méfenych v roztoku pozorovano pii niz§im poli
(135 ppm) nez u spekter méfenych v pevném stavu ("°C
CP/MAS NMR, 125-130 ppm). Je to zpusobeno tim, ze
pfi méfeni v kapalném stavu (na rozdil od techniky CP/
MAS) poskytuji signal nesnizené intenzity také kvarterni
uhlikové atomy aromatickych jader, kterych je v HK vice
nez nesubstituovanych aromatickych atomt C. Ve standar-
dech THSS (International Humic Substances Society) bylo
zjisténo, ze v priméru piipada jedna kyseld hydroxyskupi-
na na dva benzenové kruhy®*. Z dalsich vyznamnych vy-
sledktt ziskanych '*C NMR vyplynulo', e v aroma-
tickych strukturdch huminovych kyselin je vdzana primeér-
n¢ tfetina uhlikovych atom. Tento dnes jiz obecné pfijaty
zavér se nedavno pokusil zpochybnit Hanninen®, ktery
predpoklada, ze k signalu v aromatické oblasti spektra ve
vetsi mite prispivaji alifatické C=C vazby.

Rozhodujici vliv na reaktivitu huminovych kyselin
maji karboxylové skupiny, jejichz stanoveni je jednim
z hlavnich cilli analyzy HK. Zna¢ny vyznam m4 1 struktur-
ni analyza okoli karboxylt*. Karboxylové uhliky se proje-
vuji charakteristickym vyraznym pasem v oblasti 165 az
190 ppm s maximem pii 173—175 ppm. Tento pas je typic-
ky pro vSechny HK a FK s vyjimkou primyslové vyrabg-
nych lignohumatd, u nichz funkci karboxylu zastava pie-
vazn€ skupina sulfatova a signdly v této oblasti pochdzeji
predevsim od karbonylovych uhliki. V disledku disociace
v alkalickém prostfedi byva maximum pasu karboxylu
v LS NMR spektrech ve srovnani se spektry v pevném
stavu posunuto o 8—10 ppm k niz§im polim®’. Cast signalu
karboxyli  muze  pochizet zuronové  kyseliny
v hemicelulose, proteinti sorbovanych HK a ¢aste¢né oxi-
dovanych lignint. U vzorkd HK podrobenych hydrolyze
v 6M HCI byva zjistovan niz§i obsah karboxylovych ato-
mu C, ziejmé v disledku odstranéni aminokyselin po hyd-
rolyze proteind, ubytku kyselych sacharidii, ptipadné ¢és-
teCné dekarboxylace HK. V oblasti 190-230 ppm byva
pozorovan mén¢ intenzivni pas karbonylovych atomi uhli-
ku, ktery se muize projevit také jako rameno pasu karboxy-
lovych uhlikli, nebo nemusi byt vibec patrny (napiiklad
v disledku deformace zékladni linie spektra). Obsah kar-
boxylovych a karbonylovych atom@ uhliku v huminovych
kyselinach, stanoveny metodou LS *C NMR, byvé vyraz-
né¢ vys$i nez hodnoty ziskané spiSe semikvantitativni
C CP/MAS NMR spektrometrii v pevném stavu®. Tit-
racn¢ stanoveny obsah karboxylovych skupin v HK dosa-
huje v priméru pouze 69+6 % karboxylovych struktur®
zjisténych spektralng (*C LS NMR).

3.2. Vyznamné strukturni parametry HK, které lze
ziskat z *C NMR spekter

Hlavnim strukturnim udajem, ziskanym z NMR spek-
ter HK, je jejich aromaticita f;, Gasto vyjadiovand® jako
pomér aromatickych atomti C (u LS spektrometrie oblast
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~106-165 ppm) ke vSem atomim C (0-230 ppm, rovnice
(2)). Jini autofi’**' vyjadiuji aromaticitu f; jako podil souc-
tu aromatickych a fenolickych atomt C ke v§em atomiim
C s vyjimkou karboxylovych a karbonylovych (vztah (3)),
které nelze prifadit ani alifatickym, ani aromatickym struk-
turam. Srovnani hodnot f, riznych autortt komplikuji kro-
mé odlisnych integracnich mezi jesté dalsi pouzivané defi-
nice aromaticity jako poméru atomd C v aromatické ¢asti
k atomiim C v alifatické Casti spektra (rovnice (4)), nebo
definice obdobna vztahu (2), avSak s korekci na karboxy-
lové atomy C (vyraz (5)).

f = Ligs 165 (2)
Ty 53
f = L6165 3)
b I
f = 1106165 4)
C Iy
- _ L6165 (5)
A 7 ;

0-230 ~ *165-190

Pii vypodtu f, z'>C CP/MAS spekter se uvedené
vzorce pouzivaji po Uprave oblasti aromatickych C (110 az
160 ppm). Diive se aromaticita vyjadfovala v procentech,
dnes pfevazuje vyjadieni desetinnym Cislem. Je zifejmé, ze
pii prezentaci vysledku je nezbytné uvadét zptisob vypoctu
aromaticity a pfi srovnani vysledki s cizimi pracemi je
obvykle tfeba aromaticitu z publikovanych udajii vypoci-
tat. V této praci, podobné jako jinde’*, pouzivame definici
podle rovnice (3).

Pomér Ioo/I73, navrzeny pro charakterizaci typu alifa-
tickych alkoholti v HK a zminény v odstavci 3.1, se prak-
ticky nepouZziva. Nepfili§ uzivanym parametrem je i ali-
faticita f;, vyjadfena jako pomér alifatickych uhlikd
k uhlikiim v oblasti spektra 0—165 ppm, nezahrnujici kar-
boxylové atomy C:

= Ly 106
al

10—165

(©)

Je evidentni, ze soucet alifaticity a pfisluSné aromati-
city (vztahy (3) a (6)) je roven jedné a tedy Ze alifaticita
ma pouze dopliikovy vyznam.

5C NMR spektrometrii se nedavno podafilo zjistit
odlisny zptisob sorpce HK na jilovych mineralech®. Za-
timco alifatické ¢asti HK se pfednostné sorbuji na kaolini-
tu a montmorillonitu, karboxylové funk¢ni skupiny hraji
vyznamnou roli pii sorpci HK na goethitu. Bylo tak proka-
zano, ze huminové kyseliny vyznamnym zptisobem modi-
fikuji sorpéni vlastnosti jilovych mineralti a jejich interakei
s organickymi kontaminanty.

Pokusy odvodit biologickou aktivitu huminovych
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latek primo z jejich *C NMR struktury vedly k navrzeni
faktoru biologické t€¢innosti HK jako poméru obsahu bio-
logicky ucinnych atomi C (aromatickych a karboxylo-
vych, 106-230 ppm) k biologicky neti¢innym atomim C
(alkylovym a O-alkylovym, 0-106 ppm). Zajimavymi
empirickymi indexy jsou hydrofobnost a hydrofilnost hu-
minovych kyselin®. Alkylové (0-45 ppm) a aromatické
(106-165 ppm) atomy uhliku tvofi hydrofobni ¢ast mole-
kuly HK, zatimco atomy C vazané ve skupinach C-O,
C-N a O- a N-alkylové atomy C (45-106 ppm) spolu
s karboxylovymi atomy C (165-230 ppm) piedstavuji
hydrofilni ¢asti molekuly HK. Procentudlné vyjadrena
zastoupeni téchto typd atomu uhliku se nazyvaji hydrofob-
nost a hydrofilnost huminovych kyselin; jako parametr se
pouziva i pomér hydrofilnosti a hydrofobnosti. Pidni hu-
minové Kkyseliny, obsahujici zpravidla vyssi podil O-
alkylovych a karboxylovych uhlik®, byvaji hydrofilng;si,
zatimco HK izolované z lignitu a oxyhumolitd jsou vétsi-
nou hydrofobné&jsi. Huminové kyseliny s vyssi hydrofob-
nosti maji vyssi schopnost interagovat s méné¢ polarnimi
latkami a naopak niz§i reaktivitu s polarnéjsimi latkami.
Projevit se to mlze napf. zménou molekulovych hmotnosti
HK indukovanou monokarboxylovymi kyselinami s rtizné
dlouhym uhlikatym fetézcem™.

4. Kvantitativni analyza huminovych latek
3C NMR spektroskopii

V kvantitativni *C NMR spektrometrii jsou integralni
intenzity signali umérné zastoupeni jednotlivych typt
atomi C ve vzorku. Stanoveni riznych typt atomt uhliku
v huminovych latkach >C NMR spektroskopii v roztoku
viak zavisi na relaxaénich asech 7} jader *C atomii. Cim
omezen&jii je pohyb chemickych skupin, jejichz atomy "*C
méfime, tim delsi je relaxacni ¢as 7 jader téchto atomu
povaze se molekuly huminovych kyselin mohou vyskyto-
vat v roztoku jako pseudomicely, v nichz hydrofobni faze
sousedi s fazi hydrofilni. Cim vice pfevazuji v molekule
HK hydrofobni skupiny (napi. dlouhé alkyly), tim vice
hydrofobnich slozek pievladda mezi micelami HK™.
V takovych doménach je pomér rozpusténé latky
k rozpoustédlu velmi nizky, coZz omezuje molekuldrni po-
hyb alifatickych slozek. V dusledku toho muze byt pfi
méfeni “C NMR v roztoku podhodnocen obsah uhliko-
vych atomi typu sp’.

Velky vyznam pro kvantitativni analyzu HK ma tvar
zakladni linie spektra, ktera je u téchto komplikovanych
spekter nachylna k deformacim. Pokud neni deformace
velka, 1ze pred integraci spektra provést jeji korekci po-
lynomickou funkei. Pfi vétSich problémech s deformaci
zéakladni linie spektra HK, zpisobenych tzv. akusticky-
mi zaznéjemi, se k jejich potlaceni vyuziva sekvence
ANTIRING”.

Vysledky ziskané '*C NMR spektroskopii humino-
vych latek nebyvaji zcela shodné s vysledky tradi¢nich
chemickych analyz. Pfi¢in je vice, jednou z nich mtze byt
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nedostupnost ¢asti funk¢nich skupin HK pro chemickou
reakei pii tradi¢nich analyzich. Naopak pfi méfeni NMR
spekter mize Gast nékterych typt *C atomii rezonovat pii
jinych chemickych posunech nez v pfipadé jednoduchych
modelovych molekul nebo se nemusi ve spektru projevit
zcela kvantitativné v disledku dlouhych relaxaénich ¢asu,
danych omezenou pohyblivosti. Vyssi obsah paramagne-
tickych iontii ve vzorku, predevsim Fe'*, mize zpiisobovat
vymizeni signalai okolnich jader *C z diivodi jejich rychlé
spin-spinové relaxace. Dalsi komplikace miZze pulsobit
tvorba pseudomicel®®*® nebo koloidni povaha roztoku HK,
nizka rozpustnost, vliv rozpoustédla na chemicky posun aj.
C NMR spektroskopii tak byva stanoven pondkud niZsi
obsah fenolickych uhlikovych atomi a vyssi obsah karbo-
xylovych a sacharidovych uhliki. Je pravdépodobné, Ze
pasy fenolickych atomi mohou splyvat s vyraznéjSim pa-
sem karboxyld. Shody vysledkii potenciometrického sta-
noveni téchto funk&nich skupin a *C NMR Ize doséhnout
specialnimi postupy — napiiklad methylaci HK* &inidlem

Tabulka I
Koédové oznaceni a puvod vzorki huminovych kyselin
a fulvokyselin

Kod  Puadni typ nebo Lokalita

substrat

Huminové kyseliny

B2 Kryptopodzol ~ Boubin S, Sumava, horizont O¢
C Cernozem Sttedni Cechy, pole, horizont A,
C3 Kryptopodzol ~ Boubin JZ, Sumava, horizont Oy,
CR Cernozem Samara, Rusko, step42, horizont A
P4 Kambizem Chel&ice, jizni Cechy, pole,
horiz. A,
RB  Raselina II Branna, jizni Cechy
RP  Ragelina III Piibraz, jizni Cechy
T1 Podzol Trojmezi, gumava, horizont O,
T2  Podzol Trojmezi, Sumava, horizont O
TS Podzol Trojmezi, Sumava, horizont A;,
U2  Kambizem Chelgice, jizni Cechy, uhor,
horiz. A
XB  Oxyhumolit Lom Véclav, Bilina
XF Komeréni HK, Fluka, kat. ¢. 53680
cisténa
XL Lignohumat, Petrohrad, Rusko
cistény
XM  Lignit Mikulcice, Morava
Fulvokyseliny
AG6F  Podzol Zapadni Krkonose, horizont By,
B6F  Kryptopodzol — Boubin, Sumava, horizont By,
N6F  Podzol Vychodni Krkonose, horizont By,
XRF  Oxyhumolit, Carl Roth GmbH, Némecko
cistény
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obohacenym isotopem "*C.

Vyhodou NMR spektroskopie HK v roztoku je mensi
rozsiteni signald vlivem dipolarnich interakci a anizotropie
chemického posunu. Ve srovnani s '°C spektroskopii
v pevném stavu maji spektra HK méfena v roztoku vyssi
rozlieni a lze z nich ziskat vice informaci*'. Nezanedba-
telna je také vétsi dostupnost spektrometri pro méfeni
v roztoku ve srovnani s piistroji na méfeni v pevné fazi.
Nevyhodou LS *C NMR techniky je vy33i narok na pii-
pravu vzorku (nutna je dobra rozpustnost HK a nizky ob-
sah paramagnetickych iontd) a podstatné delsi cas méteni.

5. LS C NMR spektra vybranych
huminovych kyselin a fulvokyselin

Jednim z cilti nasi prace bylo ziskat strukturni tdaje
z kvantitativnich "*C NMR spekter reprezentativniho sou-
boru huminovych latek (obr. 2), izolovanych z vyznam-
nych pldnich typti a fosilnich organickych loZisek
(radelina, lignit, oxyhumolit) charakteristickych pro Ces-
kou republiku (tab. I). Pro srovnéani byly do souboru zahr-
nuty i pfeciSténd komer¢ni HK (Fluka), HK izolované
z lignohumatu a zruské ¢ernozemé. Kromé huminovych
kyselin bylo analyzovéano i né€kolik fulvokyselin, které se
od huminovych kyselin li§i pfedevsim tim, Ze maji mensi
molekuly, jsou rozpustné i v kyselém prostfedi (pH<2)
ajejich roztoky jsou svétlejsi. Vysledky jsou shrnuty
v tab. I

Nejcennéjsimi  strukturnimi  0daji,  ziskanymi
z >C NMR spekter HK, jsou aromaticita a obsah karboxy-
lovych atomt uhliku. Z vysledkt shrnutych v tab. Il je
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ziejmé, ze vysokou aromaticitou jsou charakteristické HK
izolované z oxyhumolitii: HK z dolu Vaclav u Biliny se
aromaticitou 0,64 blizi HK z leonarditu (USA), pro kterou
je uvadéna®** hodnota 0,71-0,78. Z ptidnich HK dosahuji
podobné aromaticity jen nekteré ¢ernozemni HK. Podstat-
né niz8i aromaticitu maji HK izolované z lignitu a raseliny;
u HK z oxidovanych lignitl byva pozorovana aromaticita
vy$$i. Pfi srovnani raselinnych HK (tab. II, obr. 2) je ziej-
ma zména struktury v pribéhu zrani raSeliny — u stars$i
raSeliny Piibraz maji HK vyssi aromaticitu i obsah karbo-
xylovych uhlikii. Pomérné vysoka aromaticita lignohuma-
tl, produkovanych z odpadu pfi vyrobé celulosy, je du-
sledkem vysokého podilu ligninu v suroving.

Pro ¢ernozemni HK uvadgji Rodionov a spol.* aro
maticitu 0,47. Vyssi aromaticita pidnich HK je zfejmé
diisledkem intezivniho obhospodatfovani piidy, nebot aro-
matické struktury jsou vici mikrobialnimu rozkladu odol-
né€jsi nez QO-alkyl slouCeniny. Zatimco u HK
z neobd¢lavané stepni Cernozemé jsme zjistili aromaticitu
0,33, na obhospodatovaném poli*® dosahla aromaticita HK
0,56-0,75. Primérnd aromaticita huminovych kyselin ze
série solonct (alkalickych pud s vysokou koncentraci soli)
v kanadském Saskatchewanu®’ byla 0,525+0,065. U HK
izolovanych zkambizemé se aromaticita pohybovala
vrozmezi 0,35-0,49, obsah karboxylovych skupin byl
nizky (tab. IT). Podobnou aromaticitu mély i HK z lesnich
pud (kryptopodzol, podzol). Ve svrchnich horizontech byl
zjiStén nizky obsah karboxylovych a vyss$i obsah O-
alkylovych uhliki, coz je dsledkem nizkého stupné humi-
fikace a projevuje se i nizs$i aromaticitou. Pfi srovnani
spekter HK z rtiznych horizonti pudniho profilu (T1 a T5,
obr. 2) je zfejmy narlst obsahu karboxylovych a aromatic-
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Obr. 2. 3C NMR spektra huminovych kyselin. Pouzité kodové znageni je uvedeno v tabulce I; blizsi informace v textu
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Tabulka II
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Procentni zastoupeni uhlikovych atomi charakterizovanych signaly v ptisluinych oblastech *C NMR spekter vzorkd hu-
minovych kyselin a fulvokyselin, aromaticita f,, pomér hydrofilnosti a hydrofobnosti (Hfi/Hfo) a parametr biologické akti-

vity (BiA) vzorkt
Kod* Zastoupeni (%) ve spektralni oblasti (ppm) fa Hfi/Hfo BiA
045 45-106 106-165 165-220

B2 26,6 30,8 25,6 17,0 0,31 0,91 0,74
C 9,3 11,5 62,6 16,7 0,75 0,39 3,83
C3 21,1 31,5 30,7 16,7 0,37 0,93 0,90
CR 16,6 32,9 24.6 25,9 0,33 1,43 1,02
Leonardit” 14,9 7,7 55,4 22,3 0,71 0,43 3,44
P4 12,5 40,9 28,8 17,8 0,35 1,42 0,87
RB 20,7 26,0 37,9 15,4 0,45 0,71 1,14
RP 15,2 23,1 42,5 19,2 0,53 0,73 1,61
T1 24,1 40,4 22,5 13,0 0,26 1,15 0,55
T2 17,9 25,0 43,5 13,6 0,50 0,63 1,33
T5 18,4 30,8 31,4 19,4 0,39 1,01 1,03
u2 16,5 29,3 44,0 10,3 0,49 0,65 1,19
XB 17,1 15,0 56,5 11,4 0,64 0,36 2,11
XF 30,8 24,6 31,0 13,6 0,36 0,62 0,80
XL 7,9 30,7 44,0 17,4 0,53 0,93 1,59
XM 27,9 41,3 18,0 12,7 0,21 1,18 0,44
AGF 20,9 21,9 339 233 0,44 0,82 1,34
B6F 20,0 18,8 22,5 38,7 0,37 1,35 1,58
No6F 17,7 16,9 28,9 36,4 0,46 1,14 1,89
XRF 18,8 12,7 49,4 19,1 0,61 0,47 2,18

?Viz tabulka I, ° pievzato z cit.”

kych atomt uhliku a pokles obsahu O-alkyl uhlikl
v prubéhu zrani plidnich huminovych kyselin.

Pudni fulvokyseliny mély aromaticitu v rozmezi 0,37
az 0,46 a vysoky obsah karboxylovych atomt uhliku
(0,23-0,29). Vyssi aromaticitu (0,61) jsme zjistili u FK
z oxyhumolitu. Zna¢n€ proménlivou aromaticitu, odrazeji-
ci vlivy prostiedi, maji sladkovodni fulvokyseliny.
BCNMR spektroskopii byly popsany vyrazné sezonni
zmény ve slozeni jezernich fulvokyselin, jejichZ aromatici-
ta se v prub¢hu roku ménila mezi 0,28-0,35 a 0,16-0,21
v zavislosti na antropogenni zatézi povodi*®.

Studované huminové latky se vyrazné liSily parame-
trem biologické aktivity (tab. II). Nizké hodnoty byly zjis-
tény u nékterych pudnich HK, zejména z podzolu; piislus-
né fulvokyseliny mély hodnoty vys$si. U biologicky zna¢né
aktivnich lignohumatii jsou parametry hydrofilnosti i bio-
logické aktivity podcenéné, nebot’ ptitomné sulfoskupiny
se "C NMR spektroskopii nestanovi. Nejvyssi biologicka
aktivita byla zjiSténa pro HK z cernozemé, leonarditu
a jeho Ceského protéjsku — oxyhumolitu. Protoze vsak tyto
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latky mély soucasné nizky pomér hydrofilnosti a hydro-
fobnosti, 1ze predpokladat, ze vysledna biologické aktivita
je ur¢ovana kombinaci obou faktort.

6. Zaveér

BC NMR spektroskopie v roztoku vyznamnou mérou
pfispiva k prohloubeni znalosti struktury huminovych ky-
selin a spolu s *C NMR spektroskopii v pevném stavu je
zékladni metodou jejich studia. *C NMR spektroskopii
byl prokazan velky podil alifatickych (sacharidovych
i alkylovych) atomi C v huminovych kyselinach a bylo tak
piekonano rozsifené minéni, Ze chemicka struktura pad-
nich HK je pievazné aromaticka®. Vzhledem k tomu, Ze
huminové latky tvoii nejvétsi frakei organického uhliku na
Zemi, ovliviiuji podobné zavéry zasadnim zplsobem pred-
stavy o stabilit¢ a kolobéhu sloucenin uhliku v eko-
systémech s dalekosahlymi dasledky napt. pro odhad obo-
hacovani atmosféry oxidem uhlic¢itym.
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Pii vyhodnocovéani LS *C NMR spekter HK doporu-
Cujeme: (i) pouzivat standardni integrani hodnoty 0, 45,
105-108, 165 a 200 (230) ppm a (if) vyjadfovat aromatici-
tu podle vzorce (3). Pfi srovnavani s vysledky jinych auto-
ru je nezbytné vzit v tivahu, Ze nemalo méfeni bylo prove-
deno bez optimalizace akvizi¢nich parametrli pro kvantita-
tivni méfeni, a proto muze byt srovnatelnost vysledkl
riznych laboratoii problematickd i pii stejnych integrac-
nich mezich. Moznosti interpretace *C NMR spekter hu-
minovych kyselin je vhodné rozsifit vyuZzitim dalSich spek-
tralnich metod — zejména FTIR, pyGC-MS, EPR a UV-
VIS spektrometrie. V budoucnu lze ocekavat optimalizaci
podminek méfeni *C NMR spekter huminovych kyselin
zaméfenou na stanoveni hlavnich typl atomt uhliku a na
potlaceni nezadoucich jevil, zejména deformace zakladni
linie spektra.
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Modern liquid *C NMR spectroscopy is one of the
basic methods for qualitative and quantitative analysis of
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humic (HA) and fulvic acids (FA). It is an important tool
for studying their structure and properties, assessing recal-
citrant carbon pools in terrestrial and water ecosystems.
The main advantage of the liquid NMR techniques is
a better spectral resolution and possibility of exact carbon
determination, which is problematic in the solid-state spec-
troscopy due to the necessity of using cross-polarization.
For this reason, the HA/FA measurements by liquid *C
NMR spectroscopy serve as standards for evaluation of the
results obtained by other analytical methods. Main draw-
backs of liquid "*C NMR spectroscopy are: (i) requirement
for solubility and high purity of samples, in particular of
low contents of minerals and paramagnetic ions,
(ii) relatively large quantities of the consumed material,
(iif) long experimental time, and (iv) baseline problems
and broad signals. When using the results published by
various authors, it is necessary to take into account that
only few analyses were made with optimization of acquisi-
tion parameters for quantitative *C NMR measurement
and that such comparison may be questionable even when
using identical integration limits.

Using the inverse gated decoupling, we measured
quantitative °C NMR spectra of HA and FA of typical
soils and organic deposits in the Czech Republic. The
structure data are presented together with parameters of
biological activity and the hydrophobicity/hydrophilicity
ratio.



