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1 Kvantitativni a kvalitativni stanoveni rozpusténych huminovych
latek

Prvni linie experiment( se zaméfila na zakladni kvantitativni a kvalitativni charakterizaci huminovych
latek, rozpusténych v analyzované prirodni vodé. Celkovy obsah huminovych latek (HL) byl stanoven
dle normy CSN 75 7536 extrakci z kyselého prostfedi do pentan-1-olu a odtud zpét do roztoku
hydroxidu sodného. Normativni postup byl nasledné modifikovan pro zpresnéni stanoveného obsahu
HL. Zakladni kvalitativni charakteristika rozpusténych huminovych Ilatek byla zaloZzena na
zjednodusené metodé izolace huminovych latek ze vzorku vody a jejich nasledné spektralni analyze
v UV-VIS a infracervené oblasti.

1.1 Stanoveni celkového obsahu huminovych latek dle CSN
1.1.1 Pracovni postup

Vzorek vody zvrtu BQ-2, odebrany objednatelem (Bohemia Beverage Group s.r.0.) a dodany k
analyze v uzavieném plastovém kanystru o objemu 10 |, byl pfed dalsim zpracovanim uchovan pfi
teploté 4°C.

Pro vlastni analyzu bylo do délici nalevky odméfeno 250 ml stanovovaného vzorku vody
(prefiltrovaného pres membréanovy filtr o stfedni velikosti pérG 0, 45 pm) a 5 ml koncentrované
kyseliny sirové a po pridani 25 ml pentan-1-olu byla smés dlkladné protfepana po dobu alespon 1
min. Ndsledné byla smés ponechana v klidu po dobu 2 hodin pro oddéleni fazi. Po vypusténi vodné
faze bylo do délici nalevky pfidano 25 ml roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,5 % w/w. Obsah
nalevky byl lehce protfepan a volné ponechan k oddéleni fazi po dobu 10 min. Plvodné zakaleny
extrakt huminovych latek v hydroxidu byl vypustén z délici nalevky, ponechan v lednici az do vyceteni
a nasledné bylo zméreno jeho UV-VIS spektrum v rozsahu 200 — 800 nm na spektrofotometru Hitachi
U3900 proti Cisté vodé. Slepé stanoveni bylo provedeno stejnym zplsobem s pouZzitim ultracisté vody
(Milli-Q) namisto vzorku analyzované vody. Analyza vzorku vody z vrtu BQ-2 byla provedena v 10
opakovanich.

1.1.2 Dilci vysledky

Namérend UV-VIS spektra deseti ziskanych vyluhll jsou uvedena na Obr. 1. Ve spektralnim rozsahu
200 — 250 nm je spektrum poznamenano zbytkovym obsahem pentan-1-olu, proto je v této oblasti
interpretace spekter prakticky znemoznéna. Ve spektralni oblasti od 250 nm vySe ovSem spektra
vykazuji pribéh charakteristicky pro roztoky s obsahem fulvinovych kyselin (FK) — absorbance je
nejvyssi v oblasti blizkého UV a pomérné strmé klesa v oblasti VIS, coz zplsobuje charakteristickou
nazloutlou barvu roztok(. Pro vinové délky vyssi nez 500 nm k absorpci svétla nedochazi (proto byla
tato ¢ast spektra v Obr. 1 vynechana).

Norma CSN 75 7536 piedepisuje pro uréeni hmotnostni koncentrace nésledujici vypocet
p(HL) = (4 — 4o). K,

kde p(HL) je hmotnostni koncentrace huminovych latek v plvodnim analyzovaném vzorku (v
mg/dm?), A a A, jsou absorbance pfi 420 nm extraktu vzorku resp. slepého stanoveni a K, je
empirickd konstanta definovana normou pro méfici kyvety o riizné optické dréze (K, = 68 v pfipadé
zde poufZité kyvety o optické draze 1 cm).

Vysledek stanoveni véetné zakladnich statistickych parametrd uvadi tabulka 1.
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Obr. 1 UV-VIS spektra re-extrakti huminovych Iatek v NaOH
(stanoveni dle normy CSN 75 7536 v deseti opakovdnich)

Tab.1 Vysledky stanoveni obsahu huminovych ldtek dle normy CSN 75 7536

pramérny obsah HL smérodatna odchylka interval spolehlivosti*
[mg/dm”] [mg/dm”] [mg/dm”]
1,01 0,10 0,06

* drovern spolehlivosti = 95 %, velikost souboru = 10 hodnot
1.1.3 Dilci zaveér

Stanovena hodnota obsahu HL dle normy €SN 75 7536 (1,0 + 0,1 mg/dm?) se presné shoduje
s hodnotou, stanovenou Referenéni laboratofi ptirodnich lécivych zdroji v Karlovych Varech (XI-
X11/2012, laboratorni protokol ¢.: RL 254 - 12). Stanoveny obsah huminovych latek neprekracuje
hranici obvyklou pro podpovrchové vody (< 1 mg/dm?, viz napt. [1]) a nepfedstavuje zdravotni riziko
(aktudlni limit pro obsah huminovych latek v pitné vodé je 2,5 mg/dm?).

1.2 Zpresnéné stanoveni celkového obsahu huminovych latek
spektrofotometricky

Jednim z kritickych nedostatkl stanoveni celkového obsahu huminovych latek postupem dle
CSN 75 7536 je pouziti empirického koeficientu pro pfepocet absorbance re-extraktu pfi 420 nm na
hmotnostni koncentraci HL v plivodnim analyzovaném vzorku. Jak bylo experimentalné ovéreno (viz
[2]), tento prepocet zatéZuje vysledek stanoveni chybou, kterd dosahuje rGzné hodnoty pro
huminové latky rdzného plvodu a charakteru. Zatimco napf. pro raselinistni FK metoda dava
pomérné presné vysledky, v pfipadé vodnich huminovych latek je obsah stanoveny normou oproti
redlnému obsahu navySen o 25 % - 75 %. Proto byla vedle pouZiti empirického koeficientu
provedena také vlastni kalibrace metody porovnanim spekter re-extrakt(l s UV-VIS spektry roztokl o
znamé koncentraci referencni huminové latky. JelikoZ tvar spekter re-extraktll a nékteré optické
charakteristiky z nich uréené (napf. parametr E4/E6, viz déale) naznacily, Ze rozpusténé huminové
latky maji charakter prevazné fulvinovych kyselin, byl jako referencni materidl zvolen standard
Mezinarodni spole¢nosti pro huminové latky (IHSS) Suwannee river Fulvic Acid Il (SRFA). Jedna se o
fulvinové kyseliny, izolované standardnim postupem IHSS z feky Suwannee, charakterem by tedy
mély dobfe odpovidat huminovym latkdm rozpusténym v analyzovaném vzorku.



1.2.1 Pracovni postup

Ze vzorku referencniho materidlu SRFA (Suwannee River Il Fulvic Acid Standard 2S103F), byly
pFipraveny vodné roztoky o zndmé koncentraci v rozsahu 1 — 10 mg/dm?. UV-VIS spektra téchto
roztokd v rozsahu 200 — 800 nm roztoky byla promérena proti vodé na spektrometru Hitachi U3900.
Pro stanoveni koncentrace rozpusténych huminovych latek v analyzovaném vzorku vody byly
sestrojeny kalibracni kfivky pti péti vybranych vinovych délkach (250, 280, 300, 350 a 400 nm).

1.2.2 Diléi vysledky

Kalibracni krivky (zavislost absorbance referencniho roztoku pfi dané vinové délce na obsahu
rozpusténych SRFA) jsou uvedeny na Obr. 2.
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Obr. 2 Kalibracni krivky absorbance referencnich roztoki (SRFA)

S vyuZitim téchto kalibracnich zavislosti byl ze dfive stanovenych UV-VIS spekter re-extraktl (viz kap.
1.1) stanoven zpfesnény obsah huminovych latek v analyzovaném vzorku vody. Primérna hodnota
celkového obsahu rozpusténych HL byla stanovena z 10 experimentalnich opakovani, vidy pro 5
vinovych délek, tedy celkové ze souboru 50 hodnot. Vyslednd hodnota spolu se zakladnimi
statistickymi charakteristikami jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2 Vysledky stanoveni obsahu huminovych ldtek dle normy CSN 75 7536 s pouZitim kalibrace na
referencni huminové Idtky (SRFA)

zpresnény priimérny obsah HL smérodatna odchylka interval spolehlivosti*
[mg/dm”] [mg/dm”] [mg/dm”]
0,79 0,10 0,03

* drovern spolehlivosti = 95 %, velikost souboru = 50 hodnot

Z porovnani hodnot obsahu HL stanovenych postupem danym normou CSN a postupem s vlastni
kalibraci je patrné, Ze normativni postup také v tomto pfipadé nadhodnotil obsah HL v analyzovaném
vzorku vody o cca 25%, coz dobfe koresponduje s jiz dfive experimentalné ovérenymi limitacemi
pouzité normy (viz. [2]).

Zasadnim zjisténim této Casti experimentu byl fakt, Ze kalibrace metody s pouzitim standardniho
vzorku fulvinovych kyselin ddva prakticky stejnou hodnotu obsahu HL v analyzovaném vzorku vody
pro vSechny pouzité vinové délky, tj. v celém rozsahu 250 — 400 nm (rozptyl primérnych hodnot
vypoctenych separatné pro jednotlivé vinové délky byl niz$i nez rozptyl hodnot experimentdlnich



opakovani pfi jedné vinové délce). Jinymi slovy, charakter pouzitého standardu dobte koresponduje
s charakterem stanovovanych huminovych latek. Tato shoda opét naznacuje, Ze stanovované
huminové latky jsou prevainé charakteru fulvinovych kyselin. Pokud by totiz analyzovany vzorek
obsahoval vedle fulvinovych kyselin také signifikantni koncentraci kyselin huminovych, které vykazuji
odlisné charakteristické spektrum v UV-VIS (pfedevsim vyssi absorpci zarfeni u vyssich vinovych délek,
viz Obr. 3), jejich obsah by se pfi vyhodnoceni experimentdlnich dat projevil tim, Ze by kalibrace
sestrojend ze standardu SRFA predevsim pro vyssi vinové délky neodpovidala analyzovanému vzorku
a stanoveny obsah HL ve vzorku by vykazoval zfetelnou zavislost na vinové délce pouzité pti jeho
vypoctu.
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Obr. 3 Srovnani UV-VIS spekter standardnich huminovych (Suwannee River Humic Acid Standard,
SRHA) a fulvinovych (Suwannee River Fulvic Acid Standard, SRFA) kyselin (pro lepsi porovndni
rozdilného tvaru spekter byla absorbance normalizovdna pro vinovou délku 250 nm)

1.2.3 Dil¢i zavér

Zpfesnénda hodnota obsahu HL v analyzovaném vzorku pfirodni vody dle normy CSN 75 7536 s vlastni
kalibraci na standard fulvinovych kyselin (Suwannee River Fulvic Acid Standard dodany Mezinarodni
spole¢nosti pro huminové latky) &ni 0,7 £+ 0,1 mg/dm>. Tato hodnota je niZsi ne# pfi pouZiti
empirického koeficientu udavaného normou. Ze srovnani spekter standardu a analyzovanych
extraktll dale vyplynulo, Ze huminové latky vanalyzovaném vzorku maji charakter prevainé
fulvinovych kyselin. Podrobnéji se charakteru rozpusténych huminovych latek v analyzovaném vzorku
vénuje nasledujici podkapitola.

1.3 Kvalitativni charakterizace huminovych latek

Pro pilotni posouzeni kvality huminovych latek obsazenych v analyzovaném vzorku vody byl nejprve
vzorek huminovych latek zjednodusenou metodou zvody izolovdn a nasledné charakterizovan
zakladnimi spektroskopickymi metodami — UV-VIS a FTIR spektroskopii. Dale byla pouzita metoda
dynamického rozptylu svétla pro hruby odhad velikosti ¢astic izolovanych huminovych I[atek
v roztoku.

Cilem téchto experimentl nebylo poskytnout komplexni charakterizaci HL, spiSe zakladni predstavu o
jejich kvalité a plvodu pro smysluplné nasmérovani budoucich podrobnéjsich analyz. Pro izolaci
huminovych latek byl za timto Ucelem namisto nakladné a c¢asové narocné standardni procedury
semikvantitativni chromatografické izolace na iontoménicové koloné dle IHSS [3] zvolen
zjednodusSeny postup zaloZeny na lyofilizaci rozpusténych huminovych latek a jejich nasledné
Castecné precisténi dialyzaci.



1.3.1 Pracovni postup

Izolace huminovych latek:

Celkovy objem cca 20 | analyzované vody byl rozdélen do lyofilizacnich banék o pracovnim objemu
300 ml, vymraZzen uloZenim po dobu 48 hod. v mrazni¢ce a nasledné lyofilizovan na laboratornim
lyofilizdtoru Bench Top 4K ZL (VirTis). Pevny lyofilizat byl poté rozpustén v poméru 3 g/100 ml v 0,1M
HCI (kyselina byla pouZita pro odstranéni rozpusténych HCO;™ iontd ve formé plynného CO,) a roztok
byl ¢astecné precistén od zbyvajicich anorganickych kontaminant( dialyzou proti Cisté vodé (cut-off
dialyza¢ni membrany: 1000 Da) po dobu 24 hod. Pevny nerozpustny podil, ktery se v pribéhu dialyzy
vysrazel v precistovaném roztoku byl odstranén ultrafiltraci pres membranu o velikosti péri 0,45 pm.
Filtrat byl nasledné znovu vymrazen a lyofilizovan.

Méreni UV-VIS a FTIR spekter:

Ze vzorku cdastecné precisténych huminovych latek byl pfipraven vodny roztok o koncentraci
25 mg/dm>. UV-VIS spektrum tohoto roztoku bylo proméieno na spektrometru Hitachi U3900
v rozsahu vinovych délek 200 — 800 nm.

IC spektra filtraéniho koldce, ziskaného filtraci roztoku izolovanych huminovych latek po dialyze, a
dale findlniho pevného lyofilizatu ¢astecné precisténych huminovych latek byla snimana v rozsahu
vInoéti 4000 — 400 cm™ FTIR spektrometrem Nicolet i50 formou KBr tablety (navazka vzorku: 2 mg,
navazka KBr: 400 mg).

Méreni velikosti ¢dstic:
Odhad velikosti ¢astic analyzovanych huminovych latek ve vodném roztoku byl proveden metodou

dynamického rozptylu svétla (DLS) na pfistroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments). Pro
srovnani byl proméren také vzorek referen¢nich huminovych latek (SRFA a SRHA).

1.3.2 Diléi vysledky

Interpretace UV-VIS spektra HL:

UV-VIS spektrum vodného roztoku lyofilizatu izolovanych huminovych latek je uvedeno na Obr. 4. Jiz
pfi prvnim pohledu spektrum naznacuje charakter spiSe nizko humifikovaného materidlu -
absorbance roztoku strmé klesa s vinovou délkou a k absorpci zareni v oblasti nad 500 nm prakticky
nedochazi (viz detail na Obr. 4).
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Obr. 4 UV-VIS spektrum vodného roztoku lyofilizatu HL
(zdsobni roztok o koncentraci 25 mg/dm?® zfedén vodou 1:2)



Cenné informace o povaze HL poskytuji tzv. spektralni poméry - poméry absorbanci pfi vybranych
vinovych délkach. Tradi¢né se pouziva predevsim tzv. ,index barevnosti” E4/E¢ ktery vyjadfuje pomér
absorbance vzorku pfi 465 nm a pfi 665 nm. Tento pomér dle [4] CasteCné vypovida o stupni
vySsi stupen kondenzace jader a tedy i stupen humatizace materidlu je moiné ocekavat), klesa
s molekulovou hmotnosti a je zavisly na pH roztoku.

Pomér E,/E¢ byl stanoven méfenim zasobniho roztoku lyofilizatu (o koncentraci 25 mg/dm3), ato
proto, aby byla absorbance v dané oblasti vinovych délek dostatec¢né vysoka. Stanovena hodnota
E./Es je uvedena v Tab. 3 spolu s dal$imi optickymi charakteristikami (viz dale); pro srovnani jsou
vSechny diskutované optické poméry vypoclteny také pro vodné roztoky standardnich vodnich
huminovych (SRHA) a fulvinovych (SRFA) kyselin. Hodnota E./E¢ analyzovanych huminovych latek je
vysoka - hodnoty E,/Eg blizké 20 jsou znamy pouze pro nizko humatizované fulvinové kyseliny. Je
ovsem tfeba mit na zieteli, Ze velmi nizka absorbance pti 665 nm zatézuje absolutni hodnotu tohoto
parametru jiz pomérné znacnou chybou. Pfi srovnani s hodnotami E,/Eg referenénich huminovych a
fulvinovych kyselin (viz tab. 3) ovSem pfibliznd hodnota tohoto parametru potvrzuje, Ze analyzované
huminové latky maji charakter témér vyhradné fulvinovych kyselin.

DalSimi strukturnimi parametry, které se casto definuji na zakladé UV-VIS spekter roztokd
huminovych latek, je pomér absorbanci pfi vinovych délkdch 253 nm a 220 nm (nebo 203 nm)
Assa/Aszg (resp. Agss/Ases). Oba tyto pomeéry jsou vyrazné citlivé na pfitomnost polarnich substituentd
na aromatickém jadfe a poskytuji tedy informace o typu substituentl ve struktufe studovanych
huminovych latek. Zvyseni obsahu polarnich funkénich skupin (—OH, —COOH) vede k vyraznému
zvyseni absorpce zéafeni pfi 253 nm a tim také k rdstu pomeérd Asss/Ajs a Asss/Ars. Naopak vyssi
obsah alifatickych substituentli se projevi niZzsimi hodnotami téchto parametrl. Podrobné se
monitoringu vlastnosti huminovych latek prostfednictvim uvedenych pomér( vénuje napf. [5,6].
V tab. 3 je uveden parametr A,s3/Ayo pro analyzované a referenéni HL. Vysoka absorbance v oblasti
nizkych vinovych délek (220 nm) naznacuje vysoky obsah aromat(, v kombinaci s vysokym pomérem
E./Eg je mozné usuzovat, Ze tato aromaticka jadro jsou ve strukture izolovana, nikoliv kondenzovana
(coZz by se projevilo vyssi barevnosti). Velmi nizkd hodnota parametru A,s3/A,, naznaduje spise
alifaticky charakter subtituentl a nizkou kyselost analyzovanych HL (tj. nizky obsah karboxylovych a
fenolovych skupin). Také tento parametr potvrzuje dosavadni zjisténi, Ze analyzované huminové latky
vykazuji nizky stupen humatizace.

Tab. 3 Spektrdlni poméry vypoctené z UV-VIS spekter vodnych roztoki( analyzovanych a referencnich
huminovych Iatek

analyzované HL referencni fulvinové referen¢ni huminové
kyseliny (SRFA) kyseliny (SRHA)
E4/Eg 20 14 8
Azss/Aro 0,42 0,65 0,70

Interpretace FTIR spekter:

Vibra¢ni spektrum filtracniho kolace, ktery byl oddélen od roztoku dialyzatu pfi precisténi
izolovanych HL, je uvedeno na Obr. 5. Filtracni kola¢ byl charakterizovdn predevsim pro stanoveni
hlavnich anorganickych kontaminant(, které jsou ve vzorku obsaZeny, jelikoZ pfitomnost téchto
kontaminantl se projevi i ve spektru nedokonale precisténych huminovych latek (viz dale).
Zinterpretace spektra filtra¢niho kolace vyplyva, Ze hlavni anorganickymi kontaminanty reprezentuji
predevsim uhli¢itany (resp. hydrogenuhliCitany) a kfemicitany (v mensi mife budou obsazeny dalsi
soli — napt. fosforecnany). Toto zjisténi dobfe potvrzuje vysledky analyzy, provedené Referencni
laboratofi pfirodnich lé€ivych zdroji v Karlovych Varech (XI-X11/2012, laboratorni protokol ¢.: RL 254



- 12), ktera stanovila nejvyssi obsah pravé pro zminéné anionty (a dale pro chloridy — ty se ovsem
efektivné odstrani dialyzou, coz bylo ovéreno pfidanim AgNO; ke vzorku precisténého roztoku).
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Obr. 5 Vibracni spektrum filtracniho koldce v porovndni
se spektry modelovych anorganickych sloZek

Spektrum lyofilizatu pro precisténi uvadi obr. 6. Siroky absorpéni pasu v oblasti 3000 — 3600 cm™ je
charakteristickou zndmkou pritomnosti —OH skupin. V této oblasti se ovSsem bude projevovat také
vibrace zbytkovych anorganickych aniont(l (viz. srovnani obr. 5 a 6). Organické —OH skupiny budou
mit spiSe charakter alifatickych alkoholt (viz charakteristické pasy ~ 1150 a 1100 cm™) , pas fenolil
v oblasti 1200 cm™ je slaby (srovnej se spektry SRFA a SRHA). Déle je ve spektru patrny vibraéni pas
—C=0 vazby nad 1700 cm™. Podle pomérné tzkého tvaru pasu —OH skupin (3000 — 3600 cm™) je
mozné usuzovat na spiSe nizky obsah protonizovanych karboxylovych —COOH skupin (srovnej se
spektrem SRFA), coZ potvrzuje také chybéjici Siroky, malo intenzivni charakteristicky pas —COOH
v oblasti 2400 — 2700 cm™, a také posun pasu, odpovidajiciho vibraci —C=0, k vy$§im vino&ttim
(1735 cm™). Dle polohy tohoto pésu je karbonylova skupina pravdépodobné ve struktufe pfitomna
predevsim ve formé esterli karboxylovych kyselin, coZz potvrzuje také charakteristicka absorpce
v oblasti 1240 cm™ a 1050 cm™" (také zde se oviem projevi absorpce zbytkovych anorganickych
kontaminant® a dal$ich skupin, napf. primarnich alkohol®). Siroky pés v oblasti okolo 1640 cm™
zfejmé sdruZuje charakteristické pasy —C=C— v alkenech a aromatech a také vibraci disociovanych
karboxylovych skupin —COO™. Obsah dvojnych vazeb —C=C- ve struktufre potvrzuje také pfritomnost
past v oblasti ~ 1500 cm™ (charakteristické pro aromatické slou¢eniny) a 990 cm™, resp. 900 cm™
(vinylova skupina). Pfitomnost alifatickych skupin je ilustrovana charakteristickymi pasy —CH; (2970,
2890, 1380 cm™') a —CH,— (2930, 1460 cm™) skupin. Pas v oblasti 1260 cm™ je pravdépodobné
zpUsoben vibraci aromatickych ether( (skupina aryl-0).
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Obr. 5 Vibracni spektrum izolovanych a cdstecné precisténych huminovych latek
v porovndni se spektry referencnich HL (Suwannee River Humic resp. Fulvic Acid)

Interpretace vysledkt DLS:

Distribucni kfivky velikosti ¢astic analyzovanych a referen¢nich huminovych latek ve vodném roztoku
pfi pH ~ 12 jsou uvedeny na Obr. 6. Je patrné, Ze velikosti se stanovované huminové latky vyrazné (tj.
fadové) nelisi od referencnich vodnych huminovych kyselin. Je zachovan také charakteristicky dvoj-
disperzni charakter krivky, ktery naznacCuje agregaci molekul huminovych latek do vétsich
supramolekuldrnich celkd. Toto chovani je typické pro huminové latky bez rozdilu jejich plvodu.

Je tfeba zdUraznit, Ze uvedené méreni bylo pouze pilotni, pro ovéreni, zda se velikost castic
analyzovanych HL fadové nelisi od velikosti typickych pro béziné vodné HL. Pro presnéjsi stanoveni
velikosti a pro podrobnéjsi studium jejich agregacniho chovani by bylo tfeba pouzit precistény vzorek
HL a dale optimalizovat sloZeni analyzovaného roztoku (vybrat vhodné koncentrace HL, vhodné

rozpoustédlo, pH apod.).
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Obr. 6 Distribuce velikosti ¢dstic vodnych roztoku lyofilizatu
analyzovanych a referencnich HL (stanoveno metodou DLS)



1.3.3 Diléi zavér

Vysledky spektralnich analyz izolovaného a ¢astecné precisténého vzorku HL naznacuji, Ze se jednd o
material se spiSe nizkym stupném humatizace (nizky obsah kondenzovanych aromatickych jader) a o
nizkém obsahu polarnich funkénich skupin (karboxylovych a fenolovych —OH). Optické charakteristiky
tohoto materidlu odpovidaji spiSe fulvinovym nez huminovym kyselindm. Pro podrobnéjsi analyzu by
bylo vhodné pfipravit v dostatecném mnoistvi vzorek, kompletné zbaveny anorganickych
kontaminantd. Za timto ucelem by bylo tfeba pouZit ¢asové narocnou a nakladnou metodu
semikvantitativni izolace podle standardniho postupu IHSS, pfipadné v kombinaci s reverzni osmdézou
(viz napf. [7]). Kromé jiz uvedenych strukturnich metod by bylo vramci navazujici podrobnéjsi
analyzy vhodné zaradit také metodu NMR.



2 Analyza tékavych organickych latek

Dalsim cilem experimentu bylo objasnit chemicky plvod slabého zapachu naftového charakteru,
kterym se dodand voda vyznacuje vidy kratce po otevieni zasobni lahve. Za timto Ucelem byly
pouzity 2 metody — hmotnostni spektrometrie a plynova chromatografie.

2.1 Analyza par technikou hmotnostni spektrometrie

Pro prvotni screening obsahu organickych slozek v parach analyzované vody byl zvolen komeréni
analyzator plynli — hmotnostni spektrometr Atmospheric Gas Analysis System — QGA, vyrobce Hiden
Analytical.

2.1.1 Pracovni postup

Vzorek vody (cca 100 ml) byl davkovan do erlenmeyerovy banky o objemu 500 ml. Barika byla
uzavrena zatkou s utésnénym otvorem a kontinudlné zahrivana po dobu cca 30 min pfi teploté cca 50
°C. Po této dobé byla za trvalého zahfivani do otvoru vzatce vsunuta davkovaci kapilara
hmotnostniho spektrometru a bylo kontinualné snimano hmotnostni spektrum po dobu 3 minut.

2.1.2 Diléi vysledky

V hmotnostnim spektru byly dobfe patrné jednotlivé komponenty vzduchu (i minoritni slozky, napf.
argon) a vodni para. Zadné vétdi hmoty, odpovidajici sloZit&jsim organickym latkdm, nebyly
detekovany. Nékolik izolovanych hmot, které nebylo mozné interpretovat bez predchozi separace
(hmoty se nachdzely v blizkosti spektralnich ¢ar odpovidajicich slozkdm vzduchu), bylo ve spektru
zaznamendno pouze na pocatku snimani (v prvni minuté) a velmi rychle doslo k jejich vymizeni.
Intenzita téchto car byla velmi mald (odpovidala komponentlim vzduchu o koncentraci vyrazné nizsi
nez 1%).

2.1.3 Diléi zaveér

Touto technikou se nepodafilo detekovat zadné organické latky, kterym by bylo moziné pfisoudit
charakteristicky zapach vody. Bylo zjiSténo, Ze ptipadné organické tékavé latky se v atmosfére nad
vzorkem vody vyskytuji ve stopovych koncentracich a dochazi k jejich rychlému vymizeni — zfejmé se
tedy zakoncentruji nad vzorkem vody ihned po odbéru a nedochazi k jejich postupnému uvolfiovani
ze vzorku vody (tj. zrozpusténé formy). Toto pozorovani dobre koresponduje s negativnim
screeningem na Sirokou Skalu organickych latek, provedenym Referencni laboratoti prirodnich
|é¢ivych zdroja v Karlovych Varech (XI-X11/2012, laboratorni protokol ¢.: RL 254 - 12). Metan, ktery
byl touto laboratofi detekovan v pomérné vysoké koncentraci, neni mozné stanovit metodou
hmotnostni spektrometrie bez pfedchozi separace (napf. chromatograficky).

2.2 Chromatograficka analyza par

Plvodné planovana metoda podrobné analyzy par (FT-IR spektroskopie, méreni v plynové cele) byla
v ndvaznosti na predchozi metodou zjistény nizky, obtizné detekovatelny obsah organickych latek
nahrazena metodou plynové chromatografie (vysoky obsah vodni pdary znemoZiuje detekci
stopovych sloZzek pomoci FTIR). Pro prvotni separaci a obecny screening obsahu vyssich organickych
slozek byla pouzita kombinace GC-FID, pro podrobnou identifikaci sloZzek kombinace GC-MS.

2.2.1 Pracovni postup

Vzorek vody (cca 100 ml) byl davkovan do erlenmeyerovy barnky o objemu 500 ml. Barika byla
uzaviena parafilmem a kontinualné zahfivana po dobu cca 30 min pfi teploté cca 50 °C. Parafilm byl
nasledné propichnut plynotésnou davkovaci stfikackou a byl odebran vzorek 10 ml par. Ten byl



injektovan do plynového chromatografu Trace GC Ultra, Thermo Scientific (GC-FID), resp. ISQ™ Series
Single Quadrupole, Thermo Scientific (GC-MS).

2.2.2 Dil¢i vysledky

Ani pti chromatografické separaci slozek par se nepodaftilo detekovat zadné slozitéjsi organické latky,
kterym by bylo moiné prisuzovat zapach analyzované vody. Porovnanim chromatogrami par
analyzované vody s chromatogramem par nad ultracistou vodou, odebranych stejnym zplsobem
(stejny zplsob ohfevu v totoZzné nadobé), byly zjiStény jen minimalni odliSnosti. Pfi interpretaci
hmotnostnich spekter separovanych organickych latek byly veskeré analyticky vyznamné separované
organické latky identifikovany jako siloxany — jejich pfitomnost je experimentalnim artefaktem
(dtsledkem metod odbéru a uchovani vzork( vody), nikoliv pfirozenou slozkou analyzované vody.
Chromatografy z obou pouzitych kombinaci jsou pro ilustraci pfiloZzeny v pfilohdch €. 1 - 4.

Je tfeba zdUraznit, Ze uvedené chromatografické metody umozZiuji separovat a stanovit predevsim
sloZitéjsi organické slozky analytu. Obsah nejjednodussich organickych latek, které by mohly také byt
plvodci zmiriovaného ,naftového” zapachu (napf. metan) je obtizné detekovatelny, protoZe tyto
latky budou chromatografem prochazet neseparované spolu s dalSimi majoritnimi slozkami par —
predevsim s N,, O, a vodni parou.

2.2.3 Diléi zaveér

Zadnou z pouzitych analytickych metod se nepodafilo detekovat slozky par, kterym by bylo mozné
prisoudit charakteristicky , naftovy” zapach analyzované vody. Vysledky analyz je mozné shrnout
nasledovné: je-li zapach zplsoben obsahem wvysSich organickych latek, je obsah téchto sloZek
v parach vody stopovy (mimo limit detekce pouZitych metod), spiSe je ovSsem plvodcem zapachu
obsah jednoduchych latek typu metanu, které nebylo mozné pouzitymi metodami v dané konfiguraci
stanovit vedle obsahu majoritnich sloZzek par. Pro potvrzeni téchto predpokladl je tfeba pouZzit
sloZitéjsi a nakladnéjsi analytické nastroje — napfiklad techniku SPME (mikroextrakce tuhou fazi) pro
stanoveni stopovych mnozstvi slozitéjsich organickych latek nebo headspace autosampler k plynové
chromatografii pro analyzu rozpusténého metanu, etanu a etylenu ve vodé (viz [8]).



3 Mikrobialni testy

3.1 Pracovni postup

Bakterialni mikrofléra vzorku vody, sterilné odebraného pfimo zvrtu, byla analyzovdna pomoci
LIVE/DEAD© BacLight™ kitu pro stanoveni poctu a viability bakteridlnich bunék. Méfeni bylo
provedeno na pritokovém cytometru Apogee A50.

3.2 Dilci vysledky
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Obr. 7 Scattergram analyzovaného vzorku vody

Na Obr. 7 je uveden tzv. scattergram analyzované vody (mapa, kterd charakterizuje rozptyl svétla na
bunikdch, prip. abiotickych casticich podobné velikosti), ktery vtomto ptipadé slouzi jako hruby
parametr pro posouzeni mikrobialni aktivity vzorku vody. Cervené ozna€end mnoZina v Obr. 7
predstavuje grupu odpovidajici bakterialnim burikdm. Hruby odhad koncentrace bunék dle tohoto
scattergramu odpovida 6900 svétlo rozptylujicich ¢astic v L vody, coZ v pfipadé, Ze by Castice byly
tvoreny pouze burikami, byla velice vysokda hodnota. Vybrand mnoZina castic byla dale podrobena
detailni fluorescencni analyze — na zakladé selektivniho obarveni Zivych resp. mrtvych bunék
vhodnym fluorescencnim barvivem je pfi této analyze mozné odlisit abiotické Cdastice a v pfipadé
Castic biotickych také Zivé resp. mrtvé bunky.

Na Obr. 8 je uveden cytogram, na némz jsou vyznaceny podskupiny odpovidajici Zivym a mrtvym
bunikdm analyzované grupy. Neoznacena grupa odpovida ¢asticim abiotickym — tj. prachu, rdznym
minerdlnim pfip. organickym aglomeratiim atp. Zcelkového mnoiZstvi analyzovanych ¢astic
(~ 6900 ¢Eastic/uL) odpovida celkovému obsahu bunék cca 2000 bunék/pL, a to v poméru 1400 Zivych
bunék ku 600 bunék mrtvych.



[+ 535_35680_35 [Peak-Peak) 0O X
Auto ¥ Gatedby?2

o~
@« .
T

Mrtvé bunky

S0t
4
—

s
.
e
@
L
.
.

s a1l

L

N

Zivé bunky

3 sl

L

y a2l
5§35_35

Il

— Al sss aal
L L] LI | v L T L] Ll T L) L T T T T 482

1.Events=5297 MeanX=948 MeanY=2918 Evidid=534 ROI% of evis=8 8%
Obr. 8 Cytogram ilustrujici viabilitu analyzované skupiny bunék
3.3 Dilci zavér

Uvedené vysledky je mozné sumarizovat v nasledujicich zjisténich: analyzovany vzorek vody obsahuje
vyznamné mnozstvi bakterii, pficemz velka ¢ast z nich (vice neZ dvé tretiny) ve viabilni formé. Méreni
by bylo vhodné zopakovat pro vice naslednych odbérl, a to jednak pro ziskani vysledkl s vétsi
statistickou hodnotou a dale pro posouzeni ¢asového vyvoje mikrobialni aktivity analyzované vody.
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Ptiloha 1: Chromatogram par nad vzorkem analyzované vody stanoveny metodou GC-FID
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Pfiloha 2: Chromatogram par nad vzorkem analyzované vody stanoveny metodou GC-FID (detail)

RT: 0.00-13.02

220000

200000

1800004

1600004

140000

1200004

Counts

1000004

800004

600004

40000

20000
] 792 g12 880 926 9.90 10.19 10.64 1147 12230 1238 1255

0 S e e e

0 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 13
Time (min}




Priloha 3: Srovnani detailu chromatogramu par nad vzorkem analyzované (Cerné) a ultracisté (hnédé) vody (stanoveno na GC-FID)
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Ptiloha 4: Chromatogram par nad vzorkem analyzované vody stanoveny metodou GC-MS
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