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ABSTRAKT

Tato diplomovéa prace se zabyva interakci huminovych kyselin s iontovymi organickymi
slouCeninami a vlivem chemické modifikace huminovych kyselin na tuto interakci.
Modelovym organickym iontem bylo zvoleno barvivo rhodamin 6G. Interakce byly
zkoumany pomoci zhdSeni fluorescence, dialyzy v diftiznich celdch a diferencni UV-VIS
spektroskopie. Vysledky ukazaly, ze vazba mezi reaktanty nebyla primarné zavisla na
karboxylovych funkénich skupindch huminovych kyselin. Fluorescenéni experimenty
indikovaly staticky mechanismus zhéaseni a diferenéni UV-VIS spektroskopie prokazala
existenci m-m interakci.

ABSTRACT

This master thesis deals with the interaction of humic acids with organic ions and effect of
chemical modification of humic acids on this interaction. Rhodamine 6G was used as a model
organic ion. The interaction were studied by fluorescence quenching, dialysis in diffusion
cells and differential UV-VIS spectroscopy. Results showed that the bond between the
reactants was not primarily dependent on carboxylic functional groups of humic acids.
Fluorescence experiments indicated static quenching mechanism and differential UV-VIS
spectroscopy demonstrated the existence of n-m interactions.

KLICOVA SLOVA

Huminové kyseliny, rhodamin 6G, modifikace, zhaseni fluorescence, dialyza, difuzni cely,
organické ionty
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Humic acid, rhodamine 6G, modification, fluorescence quenching, dialysis, diffusion cells,
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1 UVOD

S dynamicky se rozvijejici primyslovou a zemédélskou vyrobou roste také pozadavek na
ochranu zivotniho prostfedi. NeSetrna primyslova vyroba, nadmérné pouzivani pesticida ¢i
nevhodné nakladdani s odpady znecistuje ptidu, ovzdusi i povrchové a podzemni vody. Také
rostouci vyroba farmaceutik a jinych syntetickych organickych latek muze zvySovat
pritomnost téchto substanci a jejich mnohdy toxickych metabolit v pfirodnich zdrojich, coz
predstavuje riziko pro zdravi lidi i okolni faunu. Pro zachovéni kvality ekosystému je proto
nutné tato zneciStovani eliminovat a pfedchazet jim. Jedno z feSeni tohoto celosvétového
problému mohou piedstavovat huminové latky. Jednd se o latky sunikatni chemickou
strukturou a pfirozenym vyskytem v pid¢ i v fad¢€ jinych pfirodnich materiald. Pravé diky své
jedinecné chemické strukture s velkym mnoZstvim ridznorodych funkénich skupin maji
huminové latky schopnost interagovat s mnoha druhy polutanti a tim napomahat pfi jejich
odstrafiovani z pfirodnich zdrojti. Bohata zasoba alternativnich zdrojii huminovych latek navic
motivuje usili o umélé navySovani obsahu téchto latek pro zvySeni detoxikacnich schopnosti
daného zdroje. K uspésnému odstranéni znecist'ujicich latek nebo k eliminaci jejich toxickych
ucinkl je vSak potfeba diikladné a co nejlépe porozuméet mechanismu interakce konkrétnich
polutanti s huminovymi latkami. Jiz mnoho autort pfispélo svymi pracemi na téma interakci
huminovych latek s Sirokou Skéalou polutant (napt. té¢Zkymi kovy, pesticidy, odpadnimi
barvivy, tenzidy, farmaceutiky apod.) do celkového stavu pozndni. To svéd¢i o velkém
veédeckém zajmu o huminové latky a jejich vyuziti k ochrané€ a zlepSeni zivotniho prostredi.

Tato diplomova prace se vénuje studiu interakce huminovych kyselin, jedné z frakci
huminovych latek, s vybranym zastupcem iontovych organickych sloucenin. Povahu
organickych iontl totiz predstavuje celd fada polutantli, jako jsou pesticidy, tenzidy nebo
odpadni barviva, jez mohou zneciStovat piirodni zdroje. Prace pfinasi nahled zejména na
strukturni aspekt pii interakci obou reaktantli, zaméfeny na funkéni skupiny huminovych latek
podilejicich se na vazb¢ s organickym iontem.



2 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat zevrubnou literarni reSersi na téma diplomové
prace. Na zaklad¢ této reSerSe bylo nasledné cilem navrhnout a realizovat na vlastnich
izolovanych vzorcich sérii experimentii zamétenych na vliv chemické struktury huminovych
kyselin a jeji modifikace na interakci s organickymi ionty. Dale bylo cilem interpretovat
ziskand experimentalni data v souvislosti se souasnym stavem znalosti dané problematiky
a také navrhnout smér dalSich navazujicich experimentu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Humus a huminova hmota

Pojem ,,humus® byl hojné vyuzivany jiz za dob Rimant, kde ozna¢oval ptidu jako jeden velky
celek. Pozdé&ji byl vyznam tohoto terminu pfifazen organické hmoté v ptidé nebo kompostu
a riznym jejim frakcim. Waksman definoval humus jako komplexni agregat amorfnich latek
hnédé az tmavé barvy, ktery vznika mikrobidlnim rozkladem rostlinnych a Zzivoc¢iSnych
zbytkl v padach, kompostech, ve vodnich nadrzich nebo raselinistich [1]. Tato teorie byla
jednou z téch, které polozily zaklad souc¢asného konceptu humusu.

Podle nynégjsich standarda je humus rozdélovan na nehuminovou a huminovou slozku. Do
nehuminové slozky humusu nalezi latky wvzniklé Ccasteénym rozkladem rostlinnych
a zivo€iSnych zbytkl nebo 1 latky produkované rostlinami a dalSimi organismy (napf. lignin,
lipidy, vosky, bilkoviny, aj.). Tyto substance piedstavuji vychozi material, ze které¢ho dalsi
degradaci vznikd huminova slozka humusu, téZ oznacovana jako huminova hmota.

Huminovéa hmota je nejvice rozSifenym materidlem obsahujicim uhlik. Vyskytuje se jak
v pudach, tak 1 v tekouci ¢i stojaté vodé nebo v sedimentech, od tropickych oblasti az po
arktické krajiny. RozliSuje se huminovd hmota vodni, mokiadni, pudni, geologicka
a antropogenni. Slozkami huminové hmoty jsou rizné huminové latky (HL) [2].

3.2 Huminové latky

3.2.1 Rozdéleni

Podle Odenovych teorii (publikovanych v letech 1914 a 1919) Ize huminové latky rozdélit na
fulvinové kyseliny, huminové kyseliny, hymatomelanové kyseliny a humusové uhli. Tato
teorie polozila zdklad pro koncept rozd€leni, ktery je piijiman v dnesni dobé [2].
V soucasnosti se dle tradi¢ni acidobazické frakcionace rozliSuji tii hlavni frakce huminovych
latek:

v

molekularni velikost a nejvyssi reaktivitu.

Huminové kyseliny (HK) —rozpustné pouze v zdsadach. Okyselenim alkalického roztoku
dojde k jejich precipitaci. Tato frakce ma vétsi molekularni velikost a nizsi reaktivitu nez FK.

Huminy (HU) — kompletné nerozpustnd frakce huminovych latek. Tato frakce ma nejvéetsi

cvwvr

Jednotlivé frakce huminovych latek se liSi nejen zminénou acidobazickou rozpustnosti,
velikosti a reaktivitou, ale i barvou. Fulvinové kyseliny jsou zluté az hnédocerné, huminové
kyseliny jsou tmavé hnédé az Cerné a pro huminy je charakteristickd Cernd barva. Tyto tii
hlavni frakce HL mohou byt jest¢ dale frakcionovany. Naptiklad hymatomelanové kyseliny,
které byly diive soucasti Odenovy teorie rozdéleni HL, jsou nyni povazovany za podfrakci
huminovych kyselin vykazujici rozpustnost v ethanolu [2].



3.2.2 Vyskyt

Huminové latky tvoii huminovou hmotu humusu, a jsou tim padem pfirozen¢ rozsifeny vsude
po Zemi. Jejich obsah v riznych pfirodnich materidlech je vSak odlisny, pohybuje se
v rozsahu od stopovych mnozstvi az po desitky procent. Nejvyssi zastoupeni HL maji lignit,
raselina a oxyhumolit. Vybrané ptirodni zdroje a obsah huminovych latek v nich ukazuje
Tabulka 1 [4].

Huminové latky se dale také vyskytuji prakticky ve vSech pfirodnich vodéach, kde
ptedstavuji 40-80 % rozpusténého organického uhliku. Koncentrace HL se liSi 1 umisténim,
v povrchovych vodach je koncentrace téchto latek desetkrat vyssi nez u vod podzemnich. Ze
tf hlavnich frakci huminovych latek pievazuji ve vodach fulvinové kyseliny [5].

Tabulka 1: Zastoupeni HL v prirodnich zdrojich [4]

Piiklad prirodniho materiilu Obsah HL [hm. %]
Humat 40-85
Raselina 1040
Hneédé uhli 10-30
Puda 1-5
Cerné uhli 01

3.2.3 Vznik

Proces vzniku huminovych latek je oznaCovan pojmem humifikace. Pfi tomto déji jsou rizné
biomolekuly, vzniklé dekompozici mrtvych organismii a ¢innosti mikrobtl, transformovany
pomoci sekundarnich syntetickych reakci na huminové latky [6]. Humifikace tedy zahrnuje
velké mnozstvi reakci a souvisi s kolobéhem uhliku, dusiku a organickych latek v Zivotnim
prostedi [4].

U piidnich huminovych latek existuje nékolik teorii jejich vzniku. Témi hlavnimi jsou
lignin — proteinova teorie, kondenzacni teorie a polyfenolova teorie a jsou znazornéné
a oznacené Cislicemi na Obr. 1. VSechny hlavni teorie vzniku HL v ptid€ probihaji, avSak
nestejnou rychlosti. Z praxe plati, Ze obvykle jedna zteorii (cest) vzniku pfevazuje, a to
ptedevsim diky riznym typim pidy a podminkdm.

V ramci lignin — proteinové teorie (1) nejprve podléhad lignin diky ¢innosti ptidnich mikrobt
riznym modifikacim (napi. oxidace karboxylovych skupin na koncovych fetézcich). Takto
modifikovany  lignin  kondenzuje s aminoslouceninami, produkovanymi  Cinnosti
mikroorganismi. Vysledkem je humin a nasledné i1 dals$i frakce huminovych latek. Spolu
s ligninem mohou byt vyuzivany 1 jiné rostlinné biopolymery, napi. kutin nebo suberin. Tento
mechanismus je dominantni pfedevsim ve vlhkych a $patné odvodnénych ptadach.

Kondenzacni teorie (4) zahrnuje kondenzaci redukujicich sacharidi a aminosloucenin za
vzniku N — substituovanych glykosylamint. Nasledné polymerizacni reakce poté vedou ke
vzniku hnéd¢ zbarvenych dusikatych produktti. Mikroorganismy zde vystupuji pouze jako
producenti vychozich latek a k samotné kondenzaci dochézi velmi pomalu. Tato teorie vzniku
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HL probiha zejména v ptidach, kde je malo ligninu a kde dochéazi k Castym zménam
podminek.

Polyfenolova teorie (2 a 3) je nejvice pfijimanou teorii vzniku ptidnich HL. Je zaloZena na
rozpadu rostlinnych biopolymerii na polyfenolové monomerni jednotky. V rdmci této teorie
dochazi bud’ k mikrobialnimu rozkladu ligninu (2), nebo k mikrobidlnimu rozkladu jinych
rostlinnych polymerd, jako jsou napf. taniny, glykosidy, aj. (3). Vzniklé polyfenoly jsou
nasledné¢ enzymaticky pomoci polyfenoloxidazy nebo chemicky (v alkalickém prostiedi)
preménény na chinony. Tyto latky poté reaguji s dusikatymi slou¢eninami a polymerizuji za
vzniku huminovych makromolekul. Polyfenoly jsou hlavnimi prekurzory huminovych latek
zejména v lesnich ptadach [6].

| Zbytky rostlin | ¢
¢ Modifikovane lignmy
[ Cinnost mikroorganismi ] T
Y / ¢ Produkty rozklad
Sacharidy Polyfenoly Aminoslouceniny 1{9}5';:51 '
| | | |
,¢ .
Chinony ¢ ¢ Chinony
4 1

- [ Huminové latky J -

Obr. 1: Schéma teorii vzniku pudnich HL podle Stevensona (1994) [6]

3.2.4 Struktura

Huminové latky jsou polydisperzni polyelektrolyty vykazujici vysoky stupeii molekularni
iregularity a heterogenity. Z tohoto diivodu nelze nalézt v pfirodnich zdrojich dvé identické
molekuly HL, a tudiz nelze stanovit obecny strukturni vzorec. Mnoho autort jiz nicméné
publikovalo ve svych studiich strukturni vzorce molekulovych fragmentid HL, které jsou
vSechny alesponl castecné spravné [3]. Vybrané ukazky strukturnich vzorci molekulovych
fragmentl jsou na Obr. 2 a Obr. 3.

Majoritnimi prvky tvofici strukturu jsou uhlik, kyslik, vodik, dusik a sira, a to bez ohledu
na puavod HL. Rozdily jsou vSak patrné v procentudlnim zastoupeni téchto prvkl mezi
jednotlivymi frakcemi HL (napfi. fulvinové kyseliny maji vétsi obsah kysliku nez huminové
kyseliny) 1 vlivem riizného zdroje HL (napf. huminové kyseliny z leonarditu maji vice uhliku
nez huminové kyseliny z raseliny).
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Molekulova hmotnost téchto latek se pohybuje v rozmezi 2—1300 kDa. Ve struktuie HL 1ze
nalézt velké mnozstvi rozmanitych funkénich skupin (karboxylovych, fenolovych, enolovych,
chinonovych, etherovych, aj.), jejichz obsah zavisi na ptivodu, stafi, klimatu ¢i podminkach
extrakce. NejcastéjSimi a hlavnimi interakénimi funkénimi skupinami v molekulach HL jsou
skupiny karboxylové a fenolové. Struktura HL, charakterizovand rozlicnymi funkénimi
skupinami rizné¢ho obsahového zastoupeni, je zodpoveédna za dané vlastnosti HL, jako jsou
napft. rozpustnost ¢i schopnost interakce [7].

Vzhledem k velkému poctu rozmanitych funkénich skupin disponuji HL mnoha reaktivnimi
misty, a proto jsou tyto latky schopné vazat nejriiznéjs$i organické i anorganické latky.
Stanoveni charakteru vazeb HL s jinymi sloufeninami je neustile piedmétem zkoumani.
Z doposud zjisténych poznatki Ize odvodit, Ze na interakci HL s cizorodymi latkami se
mohou podilet rizné druhy vazeb (iontové, koordinac¢ni, kovalentni, aj.) [8].

HC=0

cukr (HC-OH) 4

HC 0] OH

H 0 f
g T
e ) __COOH
COOH HOOC& / ‘

OH J\HO J\/\[ IL/[/ 0 0% 7 ' ~~COOH
, | 0 OH
HO\«ff 1 \
N 5

OH o H
COOH pep“d

Obr. 2: Navrh struktury huminovych kyselin dle Stevensona [9]

COOH

Obr. 3: Strukturni model huminovych kyselin dle Steelinka [10]
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3.2.5 Modifikace

Diky labilit¢ a nepoddajnosti huminové makromolekuly je objasnéni struktury HL pomoci
obvyklych technik organické chemie naro¢né. Caste¢né usnadnéni studia struktury
piedstavuje konverze ptirodnich HL na stabilni derivaty [11]. Tyto derivaty maji selektivné
blokované konkrétni funkcni skupiny, ¢ehoz se hojné vyuziva pifi zkoumani kyselych
vlastnosti nebo vlivu téchto funkénich skupin na reaktivitu HL v rGznych chemickych
1 biologickych procesech [12].

Vyznamnymi derivatizacnimi technikami jsou esterifikace karboxylovych skupin pomoci
methanolu a thionyl chloridu, nebo acetylace fenolovych i1 alkoholovych hydroxylti pomoci
anhydridu kyseliny octové a kyseliny sirové. Ve studii [13] se metodou esterifikace vétSina
COOH skupin pfeménila na methylestery a byla potvrzena vysoka selektivita, specifita
a ucinnost této techniky. U acetylace jiz takové selektivity dosaZzeno nebylo, derivatizaéni
¢inidla blokovala krom¢ hydroxyla ¢astecné i jiné funkcéni skupiny.

Funk¢ni skupiny v chemickych strukturdach lze modifikovat vyuzitim nejriiznéjSich
alkyla¢nich ¢inidel, kterd se rozdé€luji do tii skupin dle podminek reakce — bazickd, neutralni
a kysela [14]. Dilezitymi bazickymi alkyla¢nimi ¢inidly jsou alkylhalogenidy, které byly ve
studii [15] Gspésné pouzity k rozsahlé O-alkylaci lignitickych HL. Z neutralnich alkylacnich
¢inidel je vhodné zminit diazomethan, ktery se b&zné vyuzivd ke kvantitativni a Cisté
derivatizaci kyselych funk¢nich skupin. Toto €inidlo je nicméné toxické, vysoce explozivni,
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Vhodnou alternativu diazomethanu pfedstavuje trimethylsilyl-diazomethan (TMS-DM).
Tato latka mé v porovnani s diazomethanem nizsi toxicitu i vybusnost, jeji pouziti je celkove
komer¢né€ dostupny a pouziva se k methylaci karboxylovych skupin i fenold [16]. Klucakova
a spol. pouzili TMS-DM k methylaci HK a zkoumali vliv této modifikace na difuzi.
Methylované HK vykazovaly sniZzeny obsah karboxylovych skupin, coz zptsobilo pokles
rychlosti difize méd’natych iontl v gelech, pfipravenych z takto modifikovanych HK [17].

3.2.6 Vyuziti

Huminové latky jsou hojné vyuzivané. Jejich aplikace zahrnuje piedev§im oblasti prumyslu,
zem&dé€lstvi, ochrany a zlepSeni Zivotniho prostfedi a biomedicinu. V ramci primyslu jsou HL
pouzivané ve stavebnictvi, papirenstvi, pfipravach kizi nebo dfevafstvi a slouzi zejména
k obarveni materiali. Pro ochranu a zlepSeni Zivotniho prostfedi jsou HL vyznamné diky své
struktufe, nebot’ mohou vazat toxické kovy, pesticidy a jiné polutanty a tim je odstraiiovat
z ptirodnich zdroji. V zemédélstvi se HL pouzivaji ke zlepseni kvality a produktivity pady, ¢i
jako krmivo nebo aditivum hnojiv [18]. Vyznamny je i1 vliv téchto latek na zivot rostlin. HL
ovlivilyji rst a vyvoj rostlin, podporuji piijem pottebnych zivin, vykazuji t¢inky na primérni
1 sekundarni rostlinny metabolismus a pomahaji ve stresovych podminkach, jako jsou napf.
sucho, zasoleni nebo ucinek toxickych kovti [19].

Unikatnost huminovych latek ukazuje 1 jejich pouziti v biomedicin€. Nejvyraznéjsi
medicinskou aplikaci HL je balneoterapie zahrnujici vyuziti raseliny k ozdravnym ucelum.
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Timto druhem terapie se ziskalo mnoho pozitivnich zkuSenosti, coz vedlo k dalsimu
zkoumani s cilem najit nové ucinky HL a moznosti uplatnéni v terapii. Bylo prokdzéano, ze HL
vykazuji antivirovou aktivitu (vdzi se na glykoproteiny, a tim znemoziuji vazbu virt
k povrchu bun¢k), maji pozitivni vliv na hemokoagulaci a fibrinolyzu a vykazuji
onemocnénich jsou HL a produkty z nich odvozené dlouhodobé vyuzivany a studovany.
Vybrané ptiklady ukazuje Tabulka 2. Protizanétlivé ucCinky HL ptedurcuji, ze jsou tyto latky
bezpecnou alternativou v 1é¢bé a prevenci nemoci spojenych se zanétem a mohou nahradit

byly tyto latky ispesné aplikovany jako léCiva a antidota pii intoxikaci.

Vsechny zjisténé poznatky o tcincich HL na kvalitu zdravi jsou jasnym ptedpokladem pro
budouci intenzivni vyzkum v této oblasti [20].

Tabulka 2: Priklady preklinickych i klinickych testii ucinki HL [21]

Zdroj/typ HL Subjekt Zpusob podani Aplikace
Dermatitida,
Raselina Clovek Topické, v laznich psoriaza, revmatoidni
artritida
Krysy Topické Hojeni ran
Sapropel »
Cloveék Bahenni koupele Osteoartritida
o Hypersenzitivita,
Krysy Oralni
Humat draselny otoky
Clovek Orélni Alergicka ryma
FK Mysi Topické Zanét

3.3 Principy vyuzitych experimentalnich technik

3.3.1 Fluorescence

Fluorescencni techniky jsou Siroce vyuzivany v oblasti studia molekuldrnich interakci
v rozli¢nych systémech. Z tohoto diivodu byly techniky zalozené na pozorovani fluorescence
navrzeny jako vhodny prostfedek pro studium interakci, kterymi se zabyva tato diplomova
prace.

3.3.1.1 Princip

Fluorescence je fotoluminiscen¢ni jev, béhem kterého dochéazi k excitaci hmoty svételnou
energii a pii nasledné deexcitaci je pozorovana emise zafeni touto hmotou. Za fluorescenci je
zodpovédna latka oznacovand pojmem fluorofor. Diky fluoroforiim dochazi k absorpci zareni
urCité vilnové délky a nasledné emisi zareni odliSné vinové délky. Mnozstvi a vinova délka
emitované energie se lisi v zavislosti na typu a okoli daného fluoroforu [22]. Dé&je probihajici
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pii absorpci a nasledné emisi svételné energie jsou nejcastéji popisovany pomoci Jabtonskiho
diagramu (viz Obr. 4).

Elektron fluoroforu je absorpci svételné energie excitovan ze zdkladniho singletového stavu
So na jednu z mnoha vysSich vibra¢nich hladin excitovanych singletovych stava (S, S, ...,
Sn). Elektron nasledn€ ztraci energii nezarivymi piechody (vibra¢ni relaxaci nebo vnitini
konverzi) a vraci se na nejnizsi vibrac¢ni hladinu excitovaného singletového stavu ;. Odtud
poté elektron prechazi zpét na zakladni stav Sy za soucasné spontanni emise fluorescencniho
zéateni [22]. Tento ptechod probihd velmi rychle a fluorescence mé tedy tzv. kratky dosvit.
Pokud elektron piejde z excitovaného singletového stavu S do tripletového stavu 7 a az z néj
zatfivym piechodem zpét do zékladniho stavu Sy, pak je pozorovan fotoluminiscen¢ni jev
oznacovany jako fosforescence. Absorbovana energie je v tomto pfipadé vyzarena ve formée
fotonu az po nezafivém mezi-systémovém piechodu z S, na Tj, pfi kterém dochazi k obratu
spinu elektronu. Proto fosforescence trva déle (oproti fluorescenci) a ma tzv. dlouhy dosvit.

ra

Mezi-systémovy
—& ———— piechod

N

= - e ]
Vnitini S “osy
konverze i —
Absorpce Fluorescence Fosforescence
So

Obr. 4: Zjednoduseny Jabtonskiho diagram [22]

Vysledky z méteni fluorescencniho zafeni, ziskané pomoci spektrofluorometrti, jsou
zaznamenané v podob¢ emisnich spekter. Jedna se o zavislost intenzity emitovaného zaieni na
vlnové délce, pficemz vinova délka excitacniho zafeni zlstava konstantni. Emisni spektrum
znazoriuje rozlozeni pravdépodobnosti riznych prechodli znejniz§i vibracni hladiny
excitovaného singletového stavu S| na vibra¢ni hladiny zakladniho singletového stavu Sy. Pro
danou slou¢eninu byva emisni spektrum jeji charakteristickou vlastnosti [23].

U mnoha organickych molekul je pozorovana zrcadlovd symetrie mezi absorpénim
a fluorescencnim pasem. Tento jev je zplsoben stejnou relativni pravdépodobnosti absorpce
1 emise z odpovidajicich si vibrac¢nich hladin. Vétsina absorbujicich i emitujicich molekul se
nachazi vrovnovazném vibraénim stavu, pfiemz vibracni struktury zékladniho
a excitované¢ho stavu jsou shodné. Po absorpci dojde k prechodu elektronu z rovnovazné
vibra¢ni hladiny zakladniho stavu Sy, na vyS$i vibracni hladiny excitované¢ho stavu Sj.
Elektron poté rychle ptechdzi vibracni relaxaci na nejnizs$i vibraéni hladinu excitovaného
stavu S; a odtud nasleduje zarivy prechod zpét na zékladni stav Sy. Vyjimky z pravidla

15



zrcadlové symetrie jsou dusledkem odlisSného geometrického uspofadani atomovych jader
v excitovaném a zakladnim stavu. Rozdil v energiich mezi maximy absorpcniho a emisniho
pasu se oznaCuje jako Stokesiv posuv (viz Obr. 5). Posunuti maxima emise k vyS$im
vlnovym délkam je zpusobeno ztratou energie nezafivymi piechody pii presunu z vysSich
vibrac¢nich hladin na nizsi [24].

Stokesuv posuv

absorpce fluorescence

Intenzita

w

vinova dellca

Obr. 5: Zrcadlova symetrie a Stokesitv posuv [24]

3.3.1.2  Vnitini filtralni efekt

Intenzita fluorescence je umérna koncentraci fluoroforu pouze v ur¢itém rozsahu optickych
hustot. V ptipadé vyssi koncentrace fluoroforu dochéazi k odchylce od linearni zavislosti diky
vnitinimu filtranimu efektu. Tento jev mliZze snizovat intenzitu excitaéniho i emisniho zatreni
zpétnou absorpci svétla [25].

Diky vlivu vnitiniho filtracniho efektu je tedy nutné experimentalné zjisténa emisni spektra
korigovat. Ke korekei lze pouzit vztah dle Lakowicze [25], ktery je definovan nasledovné:
( OD, +O0D,, J
F, =F,-10 * (1)
kde Feorr je korigovand hodnota naméfené intenzity fluorescence, Fyps jeé naméfend intenzita
fluorescence, OD je optickd hustota pii excitacni vinové délce a OD.,y, je optickd hustota pfi
emisni vinové délce. Pokud je opticka draha studovaného vzorku (tloustka kyvety pouzivana
pfi analyze) rovna 1 cm, je mozné nahradit optické hustoty za absorbance a korekcni vztah
znazornény v rovnici (1) tak piechazi na tvar:
A;AJ

Fo=F 0l , 2

corr obs

kde A.x je absorbance pfi excitacni vinové délce a 4., je absorbance pti emisni vinové délce.

16



3.3.1.3 ZhdSeni fluorescence

Pojmem zhaSeni se rozumi pokles intenzity fluorescence disledkem raznych molekularnich
interakci. Latka zpisobujici tento pokles se nazyva zhasec. Jako zhasec¢ fluorescence funguje
velké mnozstvi latek, napt. molekuldrni kyslik, cesium, kobalt, nikl, stfibro, aromatické
a alifatické aminy, akrylamid, puriny, halogeny, oxid dusnaty, sirouhlik [25] nebo i huminové
kyseliny, které jsou pfedmétem této diplomové prace. Fluorescencni spektroskopie zalozena
na zhaseni fluorescence je vyznamnym nastrojem pro studium reakci mezi HK a rtiznymi
polutanty, a to diky své spolehlivosti, nizké ¢asové narocnosti a relativni jednoduchosti [26].

Z hlediska elektronové trovné dochazi ke zhaSeni fluorescence tfemi hlavnimi
mechanismy, a to mezi-systtmovym piechodem, vyménou elektronu mezi donorem
a akceptorem nebo fotoindukovanym pienosem elektronu. Tyto mechanismy se vzajemné
nevylucuji a mnoho studii poukazuje, Ze zhaSeni nastava praveé jejich kombinaci. Z hlediska
zpusobu kontaktu mezi fluoroforem a zhasecem se rozliSuje zhaSeni dynamické nebo statické.
Jejich principy budou pfiblizeny v nasledujicich odstavcich.

Pti dynamickém (koliznim) zhaseni dochézi k difuznimu setkani fluoroforu se zhasecem.
Po tomto kontaktu se excitovany fluorofor vraci do zakladniho energetického stavu bez emise
fotonu. Nedochazi tedy k zddné chemické zméné molekul a fluorofor uvolni absorbovanou
energii nezafivé. Stern-Volmerova rovnice, popisujici pokles intenzity fluorescence, ma
v tomto ptipadé tvar:

%:1+kq-ro-[Q]:1+KD'[Q]a 3)

kde Fy a F jsou intenzity fluorescence bez, respektive se zhaSeCem, k, je bimolekularni
zhaSeci konstanta, 7 je doba Zivota fluorescence za neptitomnosti zhasece, [Q] predstavuje
koncentraci zhaSece a Kp je Stern-Volmerova zhaSeci konstanta, kterd napovida o citlivosti
fluoroforu ke zhage¢i. Cim vétsi je hodnota této konstanty, tim je vétsi pravdépodobnost
difuzniho kontaktu.

Pti statickém zhaseni dochazi ke vzniku vazby mezi fluoroforem a zhaSeCem a tvoii se
nefluorescen¢ni komplex. Pokud tento komplex absorbuje svételnou energii, vraci se ihned
zpét do zékladniho energetického stavu bez emise fotonu. Hlavnim rozdilem oproti
dynamickému zhaSeni je tedy interakce a vznik vazby mezi komponentami. Stern-Volmerova
zhaSeci konstanta Kp je v tomto piipad¢ nahrazena asociacni konstantou vzniku komplexu
(Ks) a rovnice (3) tak prechazi na tvar:

o1k o], 4)

V urcitych ptipadech mutze dochdzet k poklesu intenzity fluorescence smiSenym
mechanismem. Fluorofor miize byt zhasen stejnym zhaSeCem dynamicky 1 staticky. V této
situaci jiz neni zavislost poméru intenzit na koncentraci zhasece linearni, nybrz konkavné
zakiivend smérem k ose y. Stern-Volmerova rovnice je poté zapisovana ve tvaru, ktery je
znazornén v rovnici (5):
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o1+ Ky [0)- 1+ K, -[0D. )

Data ziskana ze zhaSecich experimentl jsou prezentovana obvykle jako zavislost poméru
intenzit fluorescence (bez zhaSeCe a v jeho pfitomnosti) ke koncentraci zhaSeCe. Vysledna
zéavislost dat nicméné neprozradi, o jaky charakter zhaseni se jedna, nebot’ jak dynamické, tak
1 statické zhaSeni vede k linearnimu trendu. RozliSeni typu zhéaSeni lze provést zméfenim
zéavislosti na teploté, viskozité¢ nebo zjisténim doby Zivota fluorescence. Pravé méteni doby
zivota je preferovanou technikou k urceni charakteru zhaseni. U dynamického zhaSeni
dochazi nejen k poklesu intenzity fluorescence, ale stejny klesajici trend vykazuje i doba
zivota. Duvodem je depopulace excitovanych energetickych stavli bez emise fotonu.
U statického zhaSeni ziistavd 1 pies klesajici intenzitu doba Zivota konstantni, protoze
pozorovana emise pochdzi od fluorofort, které se nestavaji soucasti komplexu se zhaSecem,
a jejich doba zivota je tedy neménna [25].

3.3.1.4 Fluorescencni spektroskopie

Diky vysoké citlivosti, selektivité a moznosti ¢asového rozliSeni jsou analytické techniky na
bazi studia fluorescence velmi oblibené. Fluoreskujici latku 1ze méftit pfimou fluorimetrickou
detekcei, pii které pfistroj pracuje v rozsahu piisluSnych vinovych délek excitace a emise.
V ptipadé€, ze analyt neni fluorescentni, se vyuzivd nepfimych metod (napt. derivatizace,
tvorba fluorescencniho komplexu nebo zhaseni) [23].

Fluorescencni méfeni lze rozdélit na dva zékladni typy. Prvnim a nejcastéji vyuzivanym
typem je tzv. ustdlend (steady-state) fluorescence, kterd je realizovana pii konstantnim
osvétlovani a pozorovani. Vzorek je vtomto piipadé ozafen souvislym paprskem svétla
a nasledné je zaznamenano emisni spektrum.

Druhym typem fluorescencniho meétfeni je tzv. cCasové rozliSend (time-resolved)
fluorescence, vyuzivana ke studiu poklest intenzity fluorescence nebo anizotropie.
V soucasné dobé se vétSina Casove rozliSenych méfeni realizuje metodou TCSPC (Time-
Correlated-Single-Photon-Counting), tedy ¢asové korelovanym sc¢itanim fotonii. Princip této
metody je znazornén na Obr. 6. Excitacni pulz excituje vzorek (S) a signal nasledné pokracuje
prvnim kanalem k diskriminatoru konstantni funkce (CFD), ktery zméfi ptichozi ¢as pulzu.
Nasledné¢ signal pokracuje na ptevodnik (TAC), ve kterém se zaCne generovat napéti linearné
rostouci s ¢asem. V druhém kandlu je dalSim diskriminatorem (CFD) zméfen ptichozi Cas
pulzu emitovaného fotonu. Odtud signal piechazi na ptevodnik (TAC), ¢imz se zastavi nartst
napéti. V této chvili je napéti umérné Casovému zpozdéni mezi excitatnim a emisnim
signalem. Napéti Ize zesilit pomoci zesilovace (PGA) a pievést do ¢iselnych hodnot pomoci
digitdlniho pfevodniku (ADC). Vyslednd data jsou prezentovdana v podobé zavislosti
znazoriujici pokles poctu fotonil za Cas [25].
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ADC

Obr. 6: Schema TCSPC: princip techniky je popsan v textu [25]

3.3.1.5 Rhodamin 6G

Rhodamin 6G, téz oznaCovany jako Rhodamin 590 [27], patii do skupiny xanthenovych
barviv. Jsou to latky s komplexnimi molekulami, obsahujici kruhové struktury a majici
planarni a rigidni charakter. Struktura Rhodaminu 6G je zndzornéna na Obr. 7.

Toto barvivo se vyznaCuje dobrou fotostabilitou [28] a vysokym kvantovym vytézkem
fluorescence. VInova délka absorpcniho maxima je kolem 530 nm, emisni maximum se
pohybuje kolem 550 nm. Rhodamin 6G se kompletné rozpousti na monomery v methanolu,
ethanolu a dalsich organickych rozpoustédlech, zatimco ve vodnych roztocich ma tendenci
agregovat z divodu hydrofobnich interakci mezi alkylovymi substituenty [29].

Vyuziva se hojné jako fluorescencni sonda v biochemii, k monitoringu membréanové fuze,
k mikroskopickym studiim bunécénych procest a struktur, k analyze proteint a je to velmi
dualezité laserové barvivo [30]. V ramci rhodaminovych barviv se neustale pfipravuji nove,
chemicky modifikované molekuly dle aktudlnich potfeb a mnoho takto upravenych barviv je
jiz komeréné dostupnych [31].
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Obr. 7: Struktura rhodaminu 6G

3.3.2 Dialyza

Dialyza piedstavuje vSeobecné znamou techniku vyuzivanou vtadé odvétvi predevSim
k oddéleni slozek smési pomoci specifickych separacnich membran. Separa¢ni mechanismus
lze vSak vyuzit také ke studiu interakce mezi latkami. Proto byla dialyza zvolena k analyze
interakci, kterymi se zabyva tato diplomova prace.

Separacni membrana je folie nebo tenkd vrstva, ktera mize byt permeabilni (danou latku
propousti) nebo nepermeabilni (danou latku nepropousti). Téchto vlastnosti se vyuziva
v separacnich technikach, jako jsou napf. ultrafiltrace a dialyza, k déleni smési kapalin
aplynii nebo kzahustovani roztokii. Membrany separuji na zékladé¢ nasledujicich
mechanismi (¢i jejich kombinaci):

e sitovy mechanismus — separace na zaklade razné velikosti Castic,

e mechanismus rozpousténi-difuize — slozky maji odliSnou afinitu k membrané
a difunduji ptes ni odlisSnou rychlosti,

e clektrochemicky mechanismus — separace na zaklad¢ odlisSnych interakci mezi
sloZkami smési a membranou.

Transport latek pres separatni membranu je ovlivnén typem tekutiny, jejimi reologickymi
vlastnostmi, velikosti a tvarem porli, mezerovitosti vrstvy nebo i interakcemi mezi slozkami
tekutiny a pory v membrané [32].

Dialyza je membranova separacni technika hojné¢ vyuzivana v biochemii. Polopropustna
membrana, nejcastéji z acetatu celuldzy, rozdéluje molekuly na ziklad¢ jejich rozdilné
velikosti.

Pfi nerovnovazné dialyze dochazi vlivem koncentracniho gradientu k pfechodu jedné latky
ze smesi pies dialyzacni membranu do okolniho roztoku. Pro druhou latku ve smési je
membrana nepropustnd. V prubchu dialyzy dochazi ke snizovani koncentrace migrujici latky
uvnitt dialyzacniho vaku a naopak ke zvySovani jeji koncentrace v okolnim roztoku. Ve fazi
rovnovahy koncentracni gradient vymizi, protoze koncentrace migrujici latky je na obou
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strandch membrany stejna. Béhem piechodu latky pfes membranu se nevykona prace a proces
muze probihat izotermicky, izobaricky i1 adiabaticky.

Rovnovazna dialyza je v n€kterych ohledech podobné nerovnovazné dialyze a lze ji vyuzit
ke studiu vazby mezi makromolekulami a latkami prochazejicimi membranou. Pii téchto
analyzéach se ob¢ slozky nachazeji na opacnych stranach polopropustné membrany (viz Obr.
8). Ligand prochazejici membranou difunduje na zakladé koncentracniho gradientu ptes
membranu a vaze se na makromolekuly. Po urcit¢ dobé dosahne systém rovnovahy, pii které
je koncentrace volného ligandu na obou stranach membrany shodna. Nicméné koncentrace
veskerého ligandu na obou strandch membrany stejnd neni, nebot’ je Cast vazdna na
makromolekuly. Tohoto jevu lze vyuzit ke stanoveni rovnovaznych ¢i vazebnych konstant
[33].

Pro studium vazebnych interakci popsanych v pfedchozim odstavci se jako dvoukomorovy
systém s moznosti vlozeni raznych semipermeabilnich membran miize vyuzit difuzni cela.
Dvé oddélitelné komory difuzni cely se skladaji z vnéjSiho plasté, jenz slouzi k udrzeni
izotermickych podminek, a z vnitiniho plasteé, ve kterém probihd vlastni experiment. Latka,
jejiz difaze pres membranu je sledovana, se oznacuje jako difuzni sonda. Po naliti roztokt do
prostoru vymezeném vnitinim plastém zacne vlivem koncentraéniho gradientu probihat
samotna difuze, kterd vede k vyrovnani koncentrace difuzni sondy v obou komoréach (na obou
strandich membrany). Vlastni experiment je pomérné ¢asové narocny (trva i nékolik dni)
arychlost je vzdy ovlivnéna typem zkoumaného materialu. Postup diftzniho procesu lze
sledovat pomoci spektroskopickych technik a ze ziskanych absorbanci vypocitat zménu
koncentrace difuzni sondy v komorach difazni cely [34].
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Obr. 8: Studium vazebnych interakci pomoci rovnovazné dialyzy [33]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Vliv funk¢nich skupin na reaktivitu huminovych kyselin

Problematice posouzeni vlivu konkrétnich funkcnich skupin ve struktuie HK na vazbu
s nejriznéjsimi latkami je vénovana pozornost po celém svété jiz fadu let.

Guan a spol. [35, 36] sledovali roli funk¢nich skupin pfi interakei ptirodni organické hmoty
(NOM) s hydroxidem hlinitym. Pro studium byly jako vhodny reprezentant NOM vybrany
kyselina dihydroxybenzoova a série aromatickych karboxylovych kyselin s riznym poctem
a polohou COOH skupin. Tyto latky totiz obsahuji reaktivni funkéni skupiny typické pro
huminové latky, které jsou vyznamnou soucasti piirodni organické hmoty. Pomoci
infraCervené spektroskopie bylo zjisténo, Ze interakce ovlivnily hodnota pH i poloha OH
a COOH skupin. Fenolové funkéni skupiny se na interakci podilely vyznamnéji za
alkalického pH a s OH skupinami v polohach ortho. Za nizkého pH a s OH skupinami
v jinych polohach pfevazoval vliv karboxylovych funkénich skupin. Déle autofi zjistili, Ze
pfitomnost vice jak tfi COOH skupin na jednom benzenovém kruhu interakci limitovalo.

Terkhi a spol. [37] potvrdili ucast karboxylovych skupin HK na vazbé rtutnatych iontt.
Pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci autoii zaznamenali s rostouci
koncentraci rtutnatych iontdi postupny pokles absorbance vibrac¢nich past COOH a naopak
narust vibracnich pasi COO .

Pfi studiu komplexace s izotopem kobaltu ®*Co byly HK rozdé&leny na dvé frakce s odlisnou
velikosti molekul, strukturou a zastoupenim funkcnich skupin. Frakce s vétsi velikosti
molekul méla vétvenou strukturu a dominantni zastoupeni alifatickych COOH a OH skupin.
Frakce s mensi velikosti molekul obsahovala ptredevsim aromatické COOH a fenolové OH
skupiny. Vysledky zFT-IR, C NMR, acidobazickych titragnich kiivek a rentgenové
fotoelektronové spektroskopie ukézaly, Ze se ®°Co prednostné vazal kovalentni vazbou na
frakci s mensi velikosti molekul. Komplexace s frakei o vétsi velikosti molekul byla zaloZena
jen na slabé elektrostatické ptitazlivosti a ovlivnéna sterickym branénim [38].

Pro porovnani vlivu karboxylovych i fenolovych funk¢nich skupin byla zkoumana
interakce uranylovych iontl s pfirodnimi a modifikovanymi HK za kyselého pH. Modifikace
zahrnovala selektivni blokaci fenolovych OH skupin. Vysledky z FT-IR a rentgenové
absorp¢ni spektroskopie ukazaly, Ze blokace vyrazné neovlivnila okoli uranylovych iont ve
vzniklych komplexech. Fenolové OH skupiny mély tedy za danych podminek pouze minoritni
vliv a na reakci se podilely pfedevsim karboxylové funkéni skupiny [39].

Vliv karboxylovych skupin HK byl déale studovan interakci s ionty kadmia. I zde autofi
provedli modifikaci, tentokrat vSak blokaci karboxylovych funkénich skupin pomoci
methanolu a thionyl chloridu. Z vysledki FT-IR a potenciometrické titrace vyplynulo, Ze se
ionty kadmia preferencné¢ vazaly na nemodifikované HK a 1 stabilita byla v ptipad¢ ptirodnich
HK vétsi. Karboxylové funkéni skupiny se tedy v tomto piipad¢ vyznamné podilely na reakci
[40].
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Piisobeni reaktivnich funk¢nich skupin bylo pozorovano u difuzivity méd’natych ionta
v huminovych gelech. Modifikaci pomoci TMS-DM doslo k methylaci karboxylovych skupin
ve struktufe HK. U gelii pfipravenych z methylovanych HK byl zjistén pokles v hodnoté
difizniho koeficientu Cu?". Difuzni charakteristiky studovaného iontu v huminovych
hydrogelech byly zna¢né ovlivnéné obsahem 1 disocia¢nim chovanim kyselych funkénich
skupin a COOH m¢ly mnohem vétsi vyznam nez ostatni funkéni skupiny HK [41].

Role karboxylovych skupin byla sledovana také pti interakci HK s organickymi nabitymi
latkami. V ptipad¢ tohoto typu reakce vykazovaly ptivodni i modifikované HK (methylované
pomoci TMS-DM) piekvapiveé stejné chovani. Karboxylové funkéni skupiny pftispivaly
k celkovému chemickému potencialu HK mnohem méné a na samotné interakci se nepodilely
v takovém rozsahu, jak je obecné pifijimano. Naopak se na vazbé dulezit€¢ podilely 1 jiné
funkéni skupiny HK [42].

4.2 Interakce huminovych kyselin s organickymi ionty

Povahu organickych iontii vykazuje celd tada latek, které predstavuji vyznamné polutanty
zivotniho prostfedi. Vazba na HK pfedstavuje jednu zmoznych cest jejich odstranéni
z ptirodnich zdrojt. Z tohoto divodu je vazba mezi HK a iontovymi organickymi latkami
hojné studovéna.

4.2.1 Interakce s barvivy

Sheng a spol. [43] sledovali interakci mezi kationovou toluidinovou modii a HK. Vysledky
ukazaly, ze na pozorovanou reakci méla vliv iontova sila 1 hodnota pH. S rostouci iontovou
silou se pravdépodobné redukovala tloustka elektrické dvojvrstvy, ¢imz se snizila vazebna
schopnost HK. Naopak s rostoucim pH vazebna schopnost HK rostla, diky vétSimu poctu
disociovanych funk¢nich skupin. Jednalo se patrné o fyzikalni adsorpci fizenou
elektrostatickymi interakcemi.

Janos a spol. [44] zkoumali sorpci vybranych bazickych a kyselych barviv na oxyhumolit.
S rostoucim pH byla potlacena sorpce kyselych barviv, zatimco sorpce bazickych barviv
zlstavala v daném rozsahu pH neménnd. Vyznam pH lze piisoudit disociaci funkénich skupin
HL na povrchu sorbentu. Negativni ndboj povrchu tak umocnil branéni sorpce kyselych
(aniontovych) barviv.

Huminové kyseliny vyznamné ovlivnily adsorpci barviva (Basic Yellow 28) na adsorbenty
rizného puvodu. Se zvySujici se hodnotou pH dochazelo k disociaci funkcnich skupin HK,
¢imz se zvysil negativni naboj povrchi a zlepsila se adsorpce barviva na tyto povrchy [45].
Podobného pozitivniho vlivu HK na adsorpci barviva dosahli i Zhang a spol., ktefi pfipravili
nanocastice oxidu Zeleznato-zelezitého pokryté huminovymi kyselinami. Vysledky ukazaly,
ze nanocastice s HK na povrchu adsorbovaly mnohem vétsi mnozstvi methylenové modie nez
samotné HK nebo nanocastice bez huminového povrchu. Hlavnim mechanismem adsorpce
byly pravdépodobné elektrostatické interakce [46].
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Hafuka a spol. [47] pouzili ke studiu interakce HL a barviv méteni fluorescencni intenzity.
Konkrétne€ bylo sledovano zhéaseni fluorescence fluoresceinu a rhodaminu 6G huminovymi
latkami. Vysledky ukézaly silné zhdSeni fluorescence rhodaminu 6G s rostouci koncentraci
HK (viz Obr. 9). Mechanismus zhaSeni byl urcen jako staticky. Silné zhaseni fluorescence
rhodaminu pomoci HK bylo pravdépodobné zpusobeno elektrostatickou interakci mezi
kationovym barvivem a aniontovymi skupinami HK. U¢inek HK na zhaseni fluorescence
aniontového fluoresceinu byl slaby.
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Obr. 9: Fluorescencni spektra rhodaminu 6G s rostouct koncentraci HK [47]

U interakce HK s opa¢né nabitymi barvivy (methylenovou modii a rhodaminem 6G) bylo
zjisténo, ze vazba mezi témito reaktanty ziejmé nebude primarné fizena elektrostatickou
pritazlivosti. Z niz§iho vlivu karboxylovych funk¢nich skupin HK vyplynulo, Ze hlavni roli
spiSe hraji interakce mezi aromatickymi slozkami ve strukturdch obou barviv a huminovych
kyselin [42].

Minoritnéjsi role elektrostatickych interakci byla potvrzena 1 pii studiu difize methylenové
modfe a thodaminu 6G v hydrogelech s ptidavkem HK. Pfitomnost HK viditelné snizovala
mobilitu barviv, coz lze pfisoudit specifickym interakcim mezi HK a barvivy. Imobiliza¢ni
sila HK vsak klesala s rostouci hodnotou pH. Z téchto vysledki je patrné, Ze interakce mezi
huminovym podilem a barvivy bude zfejmé komplexnéjSiho charakteru [48].

Pomoci UV-VIS spektrofotometru byly sledovany zmény ve struktufe malachitové zelené
interagujici s HK. Ze ziskanych absorp¢nich spekter je patrné, ze u komplexu barviva s HK
(méfeném proti HK) doslo k ¢ervenému posuvu a zarovenl ke sniZzeni absorbance (viz Obr.
10). Tento jev poukazuje na zmény v konformaci fenylovych kruhi v molekule barviva,
atedy na existenci patrovych interakci (m-m interakce nebo téz m-m stacking) mezi
aromatickymi kruhy HK a fenylovymi kruhy malachitové zelen¢ [49].
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Obr. 10: UV-VIS studie vazby HK a malachitové zelenée [49]

Stejného posuvu k vétsim vinovym délkam a nizsi absorbanci dosahli 1 Zanini a spol., ktefi
sledovali interakci oxazinu s HK. Navédzani barviva na HK naruSilo symetrii
delokalizovaného systému m vazeb ve struktufe oxazinu. Diky vlivu pH, iontové sily
a zjisténym zmeénam ve struktute barviva se doslo k pfedpokladu, Ze se na vazb¢ reaktantt
podili jak reakce negativnich skupin HK s kationovym barvivem, tak dominantn¢ i interakce
hydrofobnich regiontt HK a oxazinu [50].

4.2.2 Interakce s biocidy

Jiz Hayes se ve sv¢ studii zabyval interakei ptidni organické hmoty s triazinovymi herbicidy.
Ze ziskanych poznatkl autor vyhodnotil, Ze v adsorpci triazini na plidni organickou hmotu
mohou byt zapojené Van der Waalsovy sily, vodikové vazby nebo iontovd vymeéna.
Diskutovan byl i mozny ptispévek chemisorpce, vymény ligandi ¢i donor-akceptorové vazby.
Mechanismus adsorpce ovlivnila kompozice a saturace HK vodikem a kovovymi ionty [51].

Gevao a spol. [52] potvrdili riznorodou povahu vazby mezi pesticidy a ptidou. Bipyridyly
se vazaly pomoci iontové vymény (zahrnuji karboxylové i fenolové OH skupiny HK) nebo
pomoci Van der Waalsovych sil ¢i donor-akceptorové vazby. Triazinové latky tvofily
iontovou vazbu nebo vodikovou vazbu v ramci aminoskupin. Dal$im moznym mechanismem
byla vymeéna ligandt nebo i1 hydrofobni sily.

Z vysledki zkouméni interakce pudnich HK s paraquatem vyplynuly dva mozné
mechanismy interakce mezi témito reaktanty. Jednalo se o iontovou vazbu a vazbu mezi
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donorem a akceptorem elektronu u m-m interakci aromatickych kruht. Velky vliv na
sledovanou reakci mélo chemickeé slozeni a zdroj HK [53].

Také pfi studiu interakci skupiny triazinovych a bipyridylovych herbicidi s HK se pomoci
FT-IR spektroskopie ukazalo, ze v adsorpénim procesu muze figurovat vice vazebnych
mechanismi. U triazinti byla pozorovana iontova vazba mezi COOH skupinami HK
a protonovanymi dusiky herbicidli, nebo také vazba vodikova mezi kyslikatymi skupinami
HK a aminoskupinami ¢i heterocyklickymi dusiky herbicidi. U bipyridylt ukazaly vysledky
tvorbu iontové vazby mezi COO™ skupinami HK a kladnym nabojem obou herbicida a dale
tvorbu m-n vazeb mezi akceptory a donory elektroni [54].

Dusiky ve struktuife metribuzinu hraly vyznamnou roli pfi adsorpci tohoto triazinového
herbicidu na HK zriznych zdroji. ZvySeni intenzity pfislusSnych past v infracervenych
spektrech indikovalo tvorbu amini a amidi vznikajicich z interakce karboxylovych
a alkoholovych skupin HK s aminoskupinami metribuzinu [55].

Iglesias a spol. [56] sledovali interakci biocidi paraquatu a kyseliny (4-chlor-2-
methylfenoxy)octové (MCPA) s HK se zaméfenim na vliv pH a iontové sily. Kationtovy
paraquat reagoval s kyselymi funkénimi skupinami HK a dochazelo k vyménnému
kationtovému mechanismu. MnoZstvi navazaného paraquatu rostlo s rostoucim pH a klesalo
s rostouci iontovou silou. U MCPA byla pozorovana mnohem mensi ochota vazby, protoze
tato latka vykazovala aniontovou formu. Za hlavni vazebny mechanismus se tedy povazovaly
elektrostatické sily. Nicméné pii nizkém pH, kdy byly HK malo ionizované, pievazovaly
v interakci Van der Waalsovy sily a vodikové vazby.

Iglesias a spol. také porovnavali adsorpci MCPA a paraquatu na mineral goethit, ktery mél
povrch tvoreny vrstvou HK. V piipadé MCPA byla vyrazné¢ vétsi adsorpce na samotny
minerdl nez na minerdl svrstvou HK. Tento vysledek nejpravdépodobnéji zpisobily
elektrostatické ucinky (HK nevazi aniontovou formu MCPA). Vazba HK na goethit snizila
pocet reaktivnich mist pro pesticid na povrchu mineralu, coz téz mohlo ovlivnit adsorpci [57].
U paraquatu byla naopak vyrazné vétsi adsorpce na goethit s vrstvou HK nez na samotny
mineral, coz lze pfisoudit vazbé kationového pesticidu s organickou hmotou. Adsorpce
paraquatu na HK tvofici povrch goethitu byla nicméné zietelné nizs$i nez adsorpce na HK
v roztoku. Tento jev lze pfisoudit vazbé HK s minerdlem, protoze tim doslo k poklesu
vazebnych mist pro paraquat [58].

4.2.3 Interakce s dalSimi iontovymi organickymi latkami

Jung a spol. [59] srovndvali vazbu kationtového cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB)
a neiontového nonylfenylethoxylu (NPE) na ptirodni HL. U neiontového surfaktantu nebyla
pozorovana zména ve fluorescencnich spektrech HL a tedy nedoslo k zadné vyrazné interakci
mezi NPE a HL. Oproti tomu pfitomnost CTAB zptisobila viditelné zmény ve fluorescen¢ni
charakteristice HL, coz indikovalo vznik vazby. Hlavni roli vtomto pfipadé hraly
elektrostatick¢ interakce. Ze =ziskanych vysledkti vSak nelze vyloucit ani pfispévek
hydrofobnich sil.
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Fluorescencni spektroskopie byla pouzita také pfi studiu interakce derivatd pyrenu s HK.
Vybrané derivaty mély povahu neutrdlni, kationtovou i1 aniontovou. Autofi porovnavali
vazebné konstanty ziskané pomoci ustalenych fluorescencnich zhasecich technik. Vysledky
ukazaly silny vliv elektrostatickych sil, nebot” vyrazné nejvétsi hodnotu vazebné konstanty
vykazoval kationtovy derivat pyrenu a naopak nejnizs§i hodnotu meél aniontovy derivat. Vliv
elektrostatickych sil na vazbu byl potvrzen i solnym efektem. Ziskana fluorescencni spektra
také ukdzala, ze HK funguji jako efektivni zhaSe¢ fluorescence pyrenovych derivata [60].

Rovnéz u komplexace s polycyklickymi aromatickymi slouceninami vystupovaly HK jako
zhése€ fluorescence. Z vysledkli studia doby Zivota a anizotropie vyplynul staticky
mechanismus zhdsSeni fluorescence kationtového quinolinu v pfitomnosti HK. Sorpce
quinolinu na HK byla fizena pravdépodobn¢ iontovou vymeénou, diky vlivu pH a iontové sily
[61].

Maszkowska a spol. [62] sledovali odliSnosti v adsorpci ionizovatelnych farmaceutik na
pudu v zévislosti na jejich iontové formé. Sorpce kationtového propranololu byla exotermni,
spontanni, entalpicky fizend a vyznamnéjsi za nizSich teplot. Na mechanismu interakce mezi
timto Ié¢ivem a pudni slozkou se kromé iontové vymény patrné podilely i vodikové vazby.
Sorpce aniontového sulfisoxazolu byla endotermni, entropicky fizend, spontanni pouze za
vyssich teplot a vyrazné nizsi oproti sorpci propanololu. Mechanismus interakce byl v tomto
piipadé¢ slozitym procesem s moznym vlivem vodikovych nebo donor-akceptorovych vazeb.

Guo a spol. [63] zkoumali sorpci ionizovatelnych antimikrobidlnich latek na HK za raznych
podminek pH a iontové sily. Autofi pozorovali pokles sorpce s rostoucim pH a rostouci
iontovou silou. Ze ziskanych informaci vyplynulo, Ze vedle iontové vymény v interakci
participovaly také vodikové vazby a m-m interakce donoru a akceptoru elektronu. FT-IR
aNMR dale ukazaly, ze s antimikrobidlnimi latkami interagovaly pfevazné karboxylové
skupiny a o-alkylové struktury HK.

Interakce antimikrobidlni latky (norfloxacin) s HK za riznych podminek (pH, iontova sila,
teplota) byla pfedmétem zajmu 1 ve studii [64]. Maximalni sorpce se dosahlo za mirné
kyselych podminek, pii kterych mél norfloxacin povahu kationtu. Ztoho plyne, Ze
dominantnim procesem v interakci byla iontova vyména probihajici mezi piperazinylovou
¢asti norfloxacinu a negativnimi skupinami HK. Karbonylové skupiny a aromatické struktury
HK mohly téz interagovat s antimikrobialni latkou pfes vodikovou vazbu a hydrofobni efekt.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie a spotiebni material

Hydroxid sodny (pecky, Penta; mikroperly, Lach-Ner s. 1. 0.)
Pyrofosfat sodny, bezvody (Sigma-Aldrich Co.)

Kyselina chlorovodikova 35% (Penta)

Dusic¢nan stiibrny (Lachema n. p. Brno)

Kyselina fluorovodikova 38—40% (Penta)

Methanol p. a. (Lach-Ner s. r. 0.)

Chloroform p. a. (Lach-Ner s. 1. 0.)
Trimethylsilyl-diazomethan v hexanu, 2M (Acros)

Voda ¢isténa piistrojem PURELAB-flex

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner s. 1. 0.)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-Ner s. r. 0.)
Rhodamin 6G (Sigma-Aldrich Co.)

Silikonova pasta Lukosan (Lucebni zdvody a. s., Kolin)
Dialyza&ni membrana Spectra/Por”™ (Spectrum laboratories, Inc.)

e Plosna sifka: 54 mm

e Primér: 34 mm

e Objem/délka: 9,3 ml/cm
e Délka: 15m

e MWCO: 3,500

5.2 Pouzité pristroje

Centrifuga Rotina 46R Hettich

Multimetr Mettler-Toledo SevenMulti (kombinovany pH a konduktometr)
Lyofilizator Virtis benchtop K (Bio Trade s. r. 0)

Spektrofotometr UV-VIS HITACHI U-3900H

Difuzni cely Perme Gear, Inc.

Luminiscenéni spektrometr Aminco-Bowman® Series2, Thermo Spectronic

Spektrofluorometr Fluorocube, Horiba Jobin Yvon Scientific, Inc.
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5.3 1Izolace a iprava vzorki huminovych kyselin

5.3.1 Extrakce z lignitu

Navazka 30 g vychoziho zdroje HK (pomlety lignit) byla smisena s 1 dm® 0,1M roztoku HCI
a tato smés byla dekalcifikovana 1 hodinu na tfepacce. Lignit byl nasledn¢ promyvéan
dostatecnym mnozstvim destilované vody do té doby, dokud jiz nevykazoval pfitomnost
chloridovych iontii (zkouska pomoci AgNOs). Takto predupraveny lignit byl smisen s 2 dm’
extrakéniho roztoku (0,1M hydroxid sodny a 0,1M bezvody pyrofosfat sodny) a nadoba
s touto smeési byla ponechana na tiepacce pies noc.

Suspenze lignitu a extrakéniho roztoku byla po noci na tiepacce odstiedéna, kapalny podil
(roztok huminovych a fulvinovych kyselin) byl ptefiltrovan pies filtr a ziskany filtrat byl
okyselen pomoci HCI na hodnotu pH < 2. Po 2 hodinach doslo k viditelnému vysrazeni HK
a nasledovala centrifugace k oddéleni vysrazenych HK. Ziskané HK (z centrifugace v podob¢
sedimentu) byly smiseny s 1 dm’ 0,5 % obj. roztoku smé&si HCl a HF a tato smés byla
umisténa na tfepacku na 2 dny.

Po dvou dnech byla suspenze odstfedéna a ziskany sediment byl pfeveden do piipravenych
dialyzac¢nich stfev a dialyzovan proti destilované vodé do vymyti chloridovych ionti (zkouska
pomoci AgNOs3). HK bez chloridovych ionti byly podrobeny lyofilizaci.

Cely proces extrakce byl nékolikrdt opakovan vzdy snovou navazkou 30 g lignitu,
z divodu potfeby vétSiho mnozstvi HK pro nasledné experimenty s modelovym iontem.
Celkov¢ bylo extrakci ziskano 55,1 g HK.

5.3.2 Selektivni methylace

Cast extrahovanych HK (16 g) byla podrobena selektivni methylaci. Davodem bylo
porovnani a studium vlivu této modifikace na interakce s modelovym iontem.

Do osmi kadinek bylo navdzeno vzdy po 2 g extrahovanych HK a ke kazdé navazce bylo
pipetovano 8 cm® chloroformu a 4 cm® methanolu. Nasledn& bylo do kazdé kadinky pomalu
po kapkach ptidano 8 cm’ trimethylsilyl-diazomethanu v hexanu (TMS-DM). Smési byly
michany 2 hodiny na magnetické michacce v digestofi a poté bylo ke kazdé ptidano dalSich
1,5cm’ TMS-DM. Methylované HK (mHK) se nejprve susily v digestofi pfi laboratorni
teplote pfes noc a poté byly pfemistény na Petriho misky a suSeny v susarné pii 40 °C. SusSeni
probihalo do té doby, dokud se z mHK neodpaftilo nezreagované methylacni ¢inidlo.

Touto modifikaci doslo k esterifikaci karboxylovych skupin ve struktute HK, a tedy ke
snizeni obsahu mozZznych vazebnych mist, zodpovédnych ptedevS§im za piipadné
elektrostatické interakce. Rozdil mezi mHK a nemodifikovanymi HK byl ale patrny jiz na
prvni pohled, coz ukazuje Obr. 11.
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Obr. 11: Vizualni rozdil mezi mHK (vievo) a nemodifikovanymi HK (vpravo)

5.4 Charakterizace huminovych vzorki

K charakterizaci vlastnich izolovanych a methylovanych vzorkti HK byla pouzita elementarni
analyza, termogravimetricka analyza (TGA), FT-IR spektroskopie metodami ATR a DRIFTS
a velikostné vyluovaci chromatografie s detekci pomoci vicetthlového rozptylu svétla (SEC-
MALS).

Elementarni analyza obou vzorkii huminovych kyselin byla provedena na analyzatoru
EA3000 (EuroVector) a termogravimetricka analyza na pfistroji TGA Q5000 (TA
Instruments) pii rychlosti ohfevu 10 °C/min v atmosféie O, a N,. InfraCervena spektra byla
ziskdana pomoci FT-IR spektrometru Nicolet iS50 metodou ATR na jednoodrazovém
diamantovém krystalu a metodou DRIFTS s DRIFTS nastavcem SpectraTech model 0002—
395. Spektra byla stanovena s rozlisenim 8 cm ' jako pramér 64 skentl.

Pro SEC-MALS charakterizaci byly pfipraveny roztoky obou typti huminovych kyselin
o koncentraci 1 mg/ml rozpusténim navazky HK nebo mHK v NaOH a naslednym fedénim
fosfatovym pufrem o pH 6,9 a sile 10 mM. Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusSténim
piislusnych navazek Na,HPO,- 12 H,O a NaH,PO4-2 H,0 v ¢isténé vodeé. Vzorky byly pred
samotnym meéfenim vzdy prefiltrovany pres stfikackovy filtr o velikosti porid 0,45 um.
K analyze byl vyuzit SEC-MALS systém s chromatografickou casti (Agilent Technologies)
a detektorovou c¢asti (Wyatt Technology). Pro chromatografickou separaci byla pouzita
kolona BioSep-SEC-S2000 o rozmérech 600x 7,8 mm s ochrannou ptedkolonou BioSep-
SEC-GUARD-s2000 o rozmérech 35x7,8 mm (obé Phenomenex). Mobilni fazi byl 0,1M
fosfatovy pufr o pH =7 s pfidavkem NaN, a objem nastfiku byl nastaven na 100 pl. Ziskana
data byla vyhodnocena pomoci softwaru Astra 6.1. Molekulovd hmotnost byla stanovena
vypoctem ze signalu z UV-VIS detektoru metodou kalibracni kiivky pomoci programu Origin
(OriginLab, verze softwaru 7.5853). Kalibra¢ni kiivka pro UV-VIS detektor byla ziskdna
meéfenim vzorkd polystyrenovych standardd (stfedni molekulové hmotnosti pouZitych
standardd MW =1 530, 16 000, 34 700, 57 500, 70 000 a 505 100 Da).

30



5.5 Fluorescenéni experimenty

5.5.1 Piiprava vzorki

Hodnoty koncentraci ptipravovanych vzorka byly pfevzaty ze studie [47], ve které sledovali
zhaseni rhodaminu 6G huminovymi kyselinami izolovanymi z vodniho zdroje.

Pro vlastni experimenty byl pfipraven zasobni roztok izolovanych HK o koncentraci 0,1 g/l
rozpusténim piislusné navazky v 0,01M NaOH. Stejn¢ bylo postupovano i v pfipadé¢ mHK.
Zasobni roztok barviva o koncentraci 330 pM byl pfipraven rozpusténim navazky v Cisténé
vodé a fedénim. Métené vzorky byly dopliiovany na finalni objem fosfatovym pufrem, jehoz
pfiprava je zmiflovana v kapitole 5.4.

Pro méfeni zhaSeni a dob zivota fluorescence byla nachystana sada sedmi vzorkd. Do

odmérnych ban¢k bylo pipetovano vzdy 30 pl zasobniho roztoku rhodaminu 6G a rtzny
objem zasobniho roztoku HK nebo mHK. Finalni objem 10 ml byl doplnén fosfatovym
pufrem. Sada vzorkd s rostoucim pridavanym objemem HK je znazornéna na Obr. 12, v jehoz
popisku jsou zminény i vysledné hmotnostni koncentrace HK v jednotlivych vzorcich. Stejna
sada byla ptipravena i v ptipadé mHK.

Obr. 12: Vzorky pro méreni zhaseni fluorescence: 1 =0 g/l HK, 2 = 0,000 5 g/l HK, 3 = 0,001 g/l HK,
4=0,002g/lHK, 5=0,003 g/l HK, 6 = 0,004 g/l HK, 7 = 0,005 g/l HK

5.5.2 Méreni emisnich spekter

Vzorky s barvivem a rostouci koncentraci HK nebo mHK (postup viz kapitola 5.5.1) byly
aplikovany do kfemenné fluorescencni kyvety a jejich emisni spektra byla méfena pomoci
luminiscenéniho spektrometru Aminco-Bowman®. Nastaveni spektrometru bylo nasledujici:

e Vlnova délka excitace: 520 nm

e (Ocekavané maximum emise: 550 nm
o Sitka $térbiny: 4 nm

e Rozsah emisniho spektra: 530—-650 nm
e Krok: 1 nm
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Samotné métfeni vzdy zacinalo vzorkem 1, tedy tim, ktery neobsahoval HK nebo mHK
a o¢ekavala se tak u néj nejvétsi intenzita emise. U tohoto vzorku byla nastavena hodnota
napéti, kterd nasledné zlstavala béhem celého meéteni stejnd i pro ostatni vzorky. Ziskana
emisni spektra byla exportovana jako textové dokumenty. Maxima v emisnich spektrech byla
vyuzita ke stanoveni zhasecich konstant z vhodné Stern-Volmerovy rovnice.

5.5.3 Korekce emisnich spekter

Z divodu mozného vlivu vnitiniho filtracniho efektu (viz kapitola 3.3.1.2) na emisni spektra
byla u ziskanych fluorescen¢nich dat provedena korekce dle rovnice (2). Ke zjisténi
pozadovanych absorbanci métenych vzorki byl pouzit UV-VIS spektrofotometr HITACHI U-
3900H s nastavenym rozsahem vinovych délek 650-520 nm, krokem 1 nm a Sifkou Stérbiny
4 nm. Ziskana absorp¢nich spektra byla exportovana v podob¢ dokumenti MS Excel.

5.5.4 Méreni doby Zivota fluorescence

Pro stanoveni mechanismu zhaseni fluorescence rhodaminu 6G huminovymi kyselinami byly
vzorky (pfiprava viz kapitola 5.5.1) podrobeny analyze Casové rozliSené fluorescence pomoci
ptistroje Fluorocube, ktery pracuje na principu metody TCSPC. Nastaveni spektrofluorometru
Fluorocube bylo nésledujici:

e Excitacni vlnova délka nanoLED diody: 455 nm
e Siika pulzu diody: 1,2 ns

¢ Emisni monochromaétor: 550 nm
e Excitacni polarizator: 0°

e Emisni polarizator: 54,7°

e (oaxial delay: 65 ns

e TAC range: 50 ns

e RT preset: 0s

e Peak preset: 10 000 counts

e Repetition rate: 1 MHz

e Sync delay: 0 ns

Signal diody (tzv. prompt) byl stanoven pouzitim koloidniho kifemiku (ludox) pii nastaveni
emisniho monochromatoru na excita¢ni vinovou délku zvolené nanoLED diody, tj. 455 nm.

Poklesy intenzit fluorescence u métenych vzorkli byly zaznamendvany pomoci programu
DataStation Version 2.4. K zisku dob zivota fluorescence rhodaminu 6G z namétenych dat
byl pouzit program DAS6 Fluorescence Decay Analysis, ktery pracuje na principu nelinearni
regrese metodou nejmensich ¢tvercd. V tomto programu byla namétena data prokladana 1-2
exponencialni matematickou funkci. Vyslednd data obsahujici hodnoty dob zivota
fluorescence rhodaminu 6G v ptitomnosti rostouci koncentrace HK/mHK byla exportovéana
v podobé textovych dokumentt.
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5.6 Dialyzacni experimenty

Princip dialyzacnich experimenti navazoval na studium dialyzy v difuznich celach
v bakalatské praci autorky [65], kde reaktanty byly HK/mHK a methylenova modt. V piipade
této diplomové prace byly jako reaktanty zvoleny nové extrahované a methylované HK/mHK
a rhodamin 6G.

5.6.1 Postup méreni

Pro piipravu vzorkli na dialyzu v difuznich celach byl chystan zasobni roztok HK/mHK
o koncentraci 1 g/l rozpusténim navazky v 0,01M NaOH. Zasobni roztok rhodaminu 6G
o koncentraci 1 g/l byl pfipraven rozpusténim navazky v Cisténé vodé. Ptislusné zasobni
roztoky byly fedény na pozadované koncentrace fosfatovym pufrem, jehoz ptiprava je
zminovana v kapitole 5.4.

Schematické zndzornéni dialyzacnich experimentd ukazuje Obr. 13. Mezi komory difuzni
cely (vyrobce Perme Gear, Inc.) byla umistovana dvojitd dialyzacni membrana
(Spectra/Por™). Komory byly fixovany silikonovou pastou Lukosan a celd difuzni cela byla
umisténa do stojanu, ktery ob¢é komory tlacil k sobé. Nasledné bylo do zdrojové i pfijimaci
komory zaroven nalito 60 ml pfislusnych studovanych roztokti a horni otvory byly uzavieny
zatkami. Takto pfipravena aparatura byla umisténa na magnetickou michacku, aby roztoky
v komorach byly pomoci michadel po celou dobu experimentu promichavany. V prubéhu
experimentu byl kazdy den odebiran roztok barviva ze zdrojové komory do kiemenné kyvety
SUPRASIL® a byla m&fena absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometru HITACHI U-
3900H. Nastaveni spektrofotometru bylo nésledujici:

e Rozsah: 900-200 nm

e Rychlost: 300 nm/min

e Zména lamp pii: 340 nm

e Siika $térbiny: 4 nm

e Krok: 1 nm

e Vystupni zprava: MS Excel

Aby mohly byt ziskané absorbance vyuzity k pozorovani zmény koncentrace barviva ve
zdrojové cele, byla pfipravena kalibracni fada roztokii barviva o koncentracich 0,000 1 g/I;
0,000 25 g/I; 0,000 5 g/1; 0,001 g/I; 0,002 5 g/l a 0,005 g/l. Piiprava téchto roztok byla
zalozena na fedéni zasobniho roztoku rhodaminu 6G (1 g/l) fosfatovym pufrem. Kalibracni
fada byla zméfena na UV-VIS spektrofotometru HITACHI U-3900H pfi stejném nastaveni
jako pro dialyza¢ni experimenty.
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Obr. 13: Schéma dialyzy v difuznich celdach, prevzato z [66], upraveno

5.7 Diferen¢ni UV-VIS

Strukturni zmény rhodaminu 6G po vazbé s HK nebo mHK byly studovany pomoci méfeni
UV-VIS absorpénich spekter. Za timto ucelem byla pfipravena nasledujici sada vzorku:
2mg/l a 20 mg/l HK, 1 umol/l a 10 umol/l rhodaminu 6G, smés 2 mg/l HK a 1 umol/l
rhodaminu 6G, smés 20 mg/l HK a 10 pmol/l rthodaminu 6G. Stejné bylo postupovano
i v ptipadé¢ mHK. VSechny roztoky byly dopliiovany na findlni objem (25 ml) fosfatovym
pufrem, ktery byl pouzivan ve vSech predchozich experimentech. Vysledné roztoky ukazuje
Obr. 14. Vzorky byly métfeny pomoci spektrofotometru UV-VIS HITACHI U-3900H se
stejnym nastavenim jako v piipadé dialyzacnich experimentd (viz kapitola 5.6.1). VSechny
vzorky byly méteny jednak proti rozpoustédlu (fosfatovému pufru), ale také proti ptislusnému
roztoku HK/mHK ¢i rhodaminu 6G.

Obr. 14: Sada roztokit pro mereni UV-VIS absorpcnich spekter
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakterizace huminovych vzorki

6.1.1 Elementarni a termogravimetricka analyza

Pomoci elementarni analyzy bylo zjiSténo procentudlni zastoupeni hlavnich prvkl tvoficich
huminové kyseliny — uhliku, kysliku, dusiku, vodiku a siry. Vysledné hodnoty ukazuje
Tabulka 3. Ze zjisténych vysledkl je patrny vliv modifikace, kdy diky methylaci doslo
u vzorku mHK ke zvySeni poméru H/C a naopak ke snizeni poméru O/C.

Tabulka 3: Elementdrni analyza HK a mHK (suché, bezpopelové vzorky)

C N 0 H S

lat. %] | [at.%] | [at.%] | [at.%] | [at.%] | ‘e | 9
HK | 43560 | 0959 | 15836 | 39335 | 0309 | 0903 | 0364
mHK | 41920 | 0895 | 14823 | 42,122 | 0240 | 1005 | 0354

V grafech na Obr. 15 a Obr. 16 jsou znazornény prubéhy teplotnich zmén relativnich
hmotnosti vzorktl, stanovené v rdmci termogravimetrické analyzy v atmosfére O,. Teplota
150 °C byla zvolena jako mezni teplota pro stanoveni zbytkové vlhkosti vzorku.
V teplotnim rozmezi 150-800 °C doslo ke spalovani organické hmoty a pii 800 °C zbyl popel
predstavujici anorganickou hmotu. Jak je patrné, pribéh spalovani je pro HK i mHK velmi
podobny. Rozdily v huminovych vzorcich se vSak projevily v teplotni derivaci poklesu
hmotnosti, kterd vyjadiuje rychlost, s jakou vzorek v daném okamziku a v daném teplotnim
programu ztraci svoji hmotnost. U mHK doslo k naristu piku termicky méné stabilni
organické frakce (v oblasti teplot 300—400 °C), ktery odpovidd vneseni methylovych skupin
do struktury mHK.
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Obr. 15: Termogravimetricka analyza HK v atmosfére O,
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Obr. 16: Termogravimetricka analyza mHK v atmosfére O,

Vysledky termogravimetrické analyzy v atmosféte O, shrnuje Tabulka 4. U vzorku mHK je
patrny vétsi obsah popela, coz bylo zplisobeno ptfitomnosti kiemiku z methylacniho Cinidla
TMS-DM.

Tabulka 4: Termogravimetricka analyza HK a mHK (atmosféra O,)

Organicka hmota
(1) (1)

Vlhkost [hm. %] Popel [hm. %] (hm. %]

HK 4,338 1,344 94,318
mHK 3,853 1,834 94,313

Termogravimetricka analyza huminovych vzorki byla provedena také v inertni atmosfére
dusiku. Za téchto podminek nedochdzelo ke spalovani (na rozdil od kyslikaté atmosféry), ale
pouze k termické degradaci vzorku, coz poukazuje na termickou stabilitu materialu.
Naméiend data vynesend do grafii jsou zndzornéna na Obr. 17 a Obr. 18. Z vysledku je
patrné, ze HK i mHK maji velmi podobnou termickou stabilitu. V teplotni derivaci hmotnosti
se vSak projevily rozdily mezi obéma vzorky zptisobené modifikaci struktury mHK.
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Obr. 17: Termogravimetricka analyza HK v atmosfére N,
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Obr. 18: Termogravimetricka analyza mHK v atmosfére N,

6.1.2 FT-IR spektroskopie

Pro charakterizaci zmén ve struktufe HK po methylaci pomoci TMS-DM a potvrzeni
modifikace byla méfena absorbance v rozsahu vlno&td 4000-400 cm™'. Ziskana vibraéni
spektra HK 1 mHK z techniky ATR jsou zndzornéna na Obr. 19.

Ve vibraénim spektru mHK jsou patrné zmeény oproti spektru nemodifikovanych HK.
V oblasti vino&ti 2950 cm ™' je u mHK ziejmy narist intenzity pasu odpovidajici asymetrické
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valenéni vibraci C—H v CHj. Dal§i vyraznd zména je v oblasti 1722 cm ', kde doslo v pripadé
mHK ke zvySeni intenzity pasu symetrické valencni vibrace C=0 v aryl esterech, coz souvisi
s modifikaci COOH skupin za vzniku methylesterti. U mHK lze déle pozorovat zna¢ny nartst
absorbance oproti nemodifikovanym HK v oblasti 1435 cm™, ktera odpovida deformaéni
asymetrické vibraci C—H vazeb v methylovych skupinach. VIliv modifikace je patrny
i zm&nou ve valen&nich vibracich C—C—O u aryl a alkyl esterii v oblastech 1206 cm
a 1169 cm™'. Shodnych & velmi podobnych zmén ve vibraénich spektrech mHK oproti HK
bylo dosazeno i v pracich [41], [65] a [67]. VySe uvedené rozdily ve vibracnich spektrech
potvrzuji, Ze methylace HK probéhla Gspésn€. Technikou DRIFTS bylo dosazeno stejnych
vysledkii jako v pfipadé méieni totalniho zeslabeného odrazu (ATR), coz je dalSim
potvrzenim uspésné methylace. Spektra ziskana z DRIFTS uvadi Priloha 1.

e HK

e MHK

Absorbance

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Vinoéet [cm™]

Obr. 19: FT-IR spektra HK a mHK (technika ATR)

6.1.3 SEC-MALS

Srovnéni naméfené distribuce hmoty u obou typi huminovych vzorkt je zndzornéno na Obr.
20. Jak je zgrafu patrné, byly zaznamenany tifi piky. Prvni pik odpovidd agregatim
huminovych kyselin, druhy pik piedstavuje supramolekuly huminovych kyselin a tfeti pik byl
pfifazen volnym molekuldm. Dale je z grafu patrnd mirné odli$na distribuce hmoty u mHK
oproti HK, coz lze pfisoudit provedené modifikaci. Vysledky mohly byt téz ovlivnény
koncentraci rozpoustédla, kdy za ucelem lepSiho rozpusténi byla navazka mHK rozpusténa
v 0,1M NaOH, zatimco nemodifikované HK byly rozpoustény v 0,01M NaOH.
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Obr. 20: Distribuce hmoty HK a mHK ziskana pomoci SEC-MALS

Molekulové hmotnosti HK a mHK byly stanoveny relativné viici kalibraéni kiivce ziskané
meétenim polystyrenovych standardi. Vysledné hodnoty ukazuje Tabulka 5. V1iv methylace
karboxylovych skupin ve struktufe mHK se projevil mirn¢ vy$$imi hodnotami molekulovych
hmotnosti v ptfipad¢ agregatl a supramolekul huminovych kyselin.

Tabulka 5: Molekulové hmotnosti HK a mHK

MW MW MW
agregaty supramolekuly volné molekuly
[kDa] [kDa] [kDa]
HK 442+ 0,2 3,0+£0,2 0,2+ 0,005
mHK 46,9+ 1,0 4,0+ 0,09 0,2+ 0,005

6.2 Zhaseni fluorescence

Cilem téchto experimentd bylo pozorovat zhaseni fluorescence rhodaminu 6G huminovymi
kyselinami a srovnat vliv modifikace HK na toto zhaSeni. Dal§im cilem bylo urceni
mechanismu zhaSeni fluoreskujicitho barviva pomoci meétfeni dob Zivota fluorescence
rhodaminu 6G v pfitomnosti zhasece.

Sada vzorkl obsahujicich konstantni koncentraci rhodaminu 6G a rostouci koncentraci
HK/mHK (ptiprava viz kapitola 5.5.1) byla zméfena ve fluorescencni kiemenné kyveté
pomoci luminiscenéniho spektrometru. Stejnd sada vzorkll byla zméfena i na UV-VIS
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spektrofotometru a ziskané absorbance byly vyuzity ke korekci naméfenych intenzit
fluorescence dle rovnice (2). U vSech vysledkli, prezentovanych na dalSich tadcich této
kapitoly, je pracovano s korigovanymi hodnotami intenzity fluorescence.

Vysledna emisni spektra, tedy zavislost intenzity fluorescence na vinové délce, v pripadé
sady vzorkl s nemodifikovanymi HK ukazuje Obr. 21. Z vysledkl je patrné, ze s rostouci
koncentraci HK klesala intenzita fluorescence rhodaminu 6G. Stejného trendu bylo dosazeno
1 v pripadé vzorkti s mHK (viz Priloha 2). Oba typy huminovych kyselin tedy fungovaly jako
vyznamny zhasec¢ fluorescence rhodaminu 6G.
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Obr. 21: Pokles korigované intenzity fluorescence rhodaminu 6G s rostouct koncentraci HK

Methylované HK (mHK) vykazovaly stejny trend zhaseni jako nemodifikované HK. Mirny
rozdil je vSak patrny pfi porovndni emisnich spekter rhodaminu 6G v pfitomnosti stejné
koncentrace HK, resp. mHK. Ptiklad je zndzornén v grafu na Obr. 22. Z grafu je ziejmé, ze
intenzita fluorescence rhodaminu 6G je v ptitomnosti 0,002 g/l HK niz$i nez pfi stejné
koncentraci mHK. Stejnych vysledki se dosdhlo i u ostatnich koncentraci HK a mHK.
Nemodifikované HK tedy zhasely fluorescenci rhodaminu 6G o néco vyraznéji nez mHK. Je-
li zhaSeni zndmkou a mirou interakce huminovych kyselin s thodaminem 6G, pak pokles miry
zhaseni naznaCuje omezeni dané interakce, coz lze pfisoudit vlivu methylace ve struktuie
mHK.

40



[y
o
)

9 .
8 - 0 g/l HK/mHK
g 7 ——0,002 g/| mHK
g 6 0,002 g/I HK
]
S 5 -
=
o
£ 4
c
E 3
2
1
O T T T T 1
530 550 570 590 610 630 650

Vinova délka [nm]

Obr. 22: Porovnani zhaseni rhodaminu 6G pri stejné koncentraci HK a mHK

Maxima intenzit fluorescence vSech studovanych vzorkd byla pouzita pro sestrojeni
zavislosti popsanych Stern-Volmerovou rovnici, viz (3). Vysledky pro vzorky s HK i mHK
jsou znazornény v grafu na Obr. 23. V této zavislosti je téz patrny vliv methylace, kdy vyssi
intenzita fluorescence pii vlnové délce emisniho maxima v pfitomnosti mHK vedla k niz§im
hodnotam poméru Fy/F nez u nemodifikovanych HK.
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Obr. 23: Pomer korigovanych intenzit fluorescence rhodaminu 6G s/bez zhasece v zavislosti na
koncentraci HK/mHK

Z doposud zminovanych vysledkti vSak nelze urcit, o jaky typ mechanismu zhaseni
(dynamicky vs. staticky) se jedna. Neni jasné, jestli smérnice regresnich piimek predstavovala

Stern-Volmerovu zhéseci konstantu Kp nebo asociacni konstantu vzniku komplexu Ks. Pro
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vyfeSeni téchto nejasnosti bylo provedeno méfeni doby zivota fluorescence rhodaminu 6G.
Stejna sada vzorka jako v ptipadé méfeni emisnich spekter byla podrobena analyze Casové
rozliSené fluorescence metodou TCSPC. Vysledky ukazaly, ze rhodamin 6G vykazoval
jedinou dobu zZivota, kterd se vyrazné nemeénila s rostouci koncentraci obou typii zhasect ve
vzorcich (viz Tabulka 6). Z toho plyne, Zze mechanismus zhaSeni barviva huminovymi

kyselinami byl staticky. Doba zivota fluorescence rhodaminu 6G byla stanovena na 3,95 ns.

Tabulka 6: Doba Zivota fluorescence rhodaminu 6G v pritomnosti zhdsece

HK mHK
v x Doba zivota fluorescence Doba zivota fluorescence
Koncentrace zhasece [g/1] barvi .
arviva [ns] barviva [ns]
0 3,96+0,01 3,96+ 0,01

0,000 5 3,96+ 0,004 3,97+ 0,007
0,001 3,96+ 0,003 3,96+ 0,002
0,002 3,95+ 0,001 3,95+ 0,002
0,003 3,95+ 0,002 3,95+ 0,005
0,004 3,94+ 0,001 3,94+ 0,005
0,005 3,95+ 0,001 3,95+ 0,003

Staticky mechanismus zhéaSeni je charakterizovan vznikem vazby mezi reaktanty a tvorbou
nefluoreskujiciho komplexu. Stern-Volmerova rovnice, popisujici pokles intenzity
fluorescence u studovanych reakci, tedy obsahuje asocia¢ni konstantu vzniku komplexu Ks.
Hodnota této konstanty byla stanovena na 1 108,58 1-g™' v p¥ipadé nemodifikovanych HK
ana 716,70 1-g ' v ptipadé mHK. Ze zjisténych hodnot je tedy patrné, Ze interakce za vzniku
nefluoreskujiciho komplexu probihala ochotnéji u nemodifikovanych HK, coz lze ptisoudit
snizeni obsahu vazebnych mist ve struktufe mHK vlivem modifikace. Methylace sice
zpusobila mirné rozdily ve studované interakci, mHK nicméné také pomérne vyrazné zhasely
fluorescenci rhodaminu 6G. Z toho vyplyvd, Ze interakce nebyla podminéna piitomnosti
karboxylovych skupin ve struktufe huminovych kyselin.

Vyuziti fluorescencnich technik se ukazalo jako vhodné pro studium interakce huminovych
kyselin s rhodaminem 6G. O rostouci oblibé experimenti zalozenych na pozorovani
fluorescence svédci i velké mnozstvi publikaci zabyvajicich se touto problematikou. Pro
navazujici experimenty bude zajimavé se zaméfit také na opacny proces, nez je v této
diplomové praci—na zmény ve fluorescenci huminovych kyselin zplisobené ptitomnosti
organickych iontil. Dal§im smérem navazujiciho zkouméni by mohlo byt studium zhaSeni
fluorescence rizné nabitych organickych latek huminovymi kyselinami nebo srovnani
zhasecich vlastnosti HK z riznych zdrojt (lignitické, standardy, apod.).

6.3 Rovnovazna dialyza

V dalsi sadé¢ experimenti bylo sledovano rovnovazné rozd€leni rhodaminu 6G mezi
rezervoary s pritomnosti, resp. absenci HK/mHK, odd€lenymi dialyzacni membranou. Pti
popisu takového systému predpokladdme, ze v okamziku dosazeni rovnovahy je urcité
mnozstvi rhodaminu 6G (Rh6G) vazano na HK/mHK v pfijimaci komoie (viz Obr. 13)
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a koncentrace volného (nenavazaného) barviva je na obou stranidch membrany stejnd. Stav
dosazeni rovnovahy byl zjistovan kazdodennim meétfenim absorbance barviva ve zdrojové
komote difuzni cely. V rovnovaze plati pro sledovanou reakci vztah:

K- [HK - Rh6G ]’ ’ ©)

[HK]" - [Rh6G]"

kde K je rovnovazna konstanta, [HK — Rh6G] je koncentrace komplexu, [HK] predstavuje
koncentraci vazebnych mist ve strukture HK, [Rh6G] je koncentrace volného barviva a n,
m 1 p prezentuji stechiometrické koeficienty popisujici interakci mezi HK a rhodaminem 6G.

Cleny v rovnici (6) nicméné nezndme, a protoze je hlavnim pfedmétem zdjmu dialyzacnich
experimentll zména volného barviva na vazané, byla pro popis dané interakce definovéana
zdanliva rovnovazna konstanta K,pp, pro kterou plati:

— [Rh6G vazané ] (7)
o [Rh6G volné ] ’

kde [Rh6Gygzane] je molarni koncentrace barviva vazaného na HK/mHK v piijimaci komoie
a [Rh6Gy,n¢] je molarni koncentrace roztoku barviva ve zdrojové komote diftzni cely ve
stavu rovnovahy. Vyraz ,zdanliva“ ilustruje fakt, Ze tato konstanta neuvazuje vliv
koncentrace vazebnych skupin huminovych kyselin na posun interak¢éni rovnovahy.
Koncentrace volného rhodaminu 6G v difizni cele bez ptitomnosti HK (zdrojova cela) byla
zjiStovana z naméfenych absorbanci metodou kalibracni pfimky. Koncentrace navazaného
rhodaminu 6G byla pocitana dle vztahu, odvozeném z koncentracni bilance difaznich cel ve
stavu rovnovahy:

[Rh6G . ]=[Rh6G]’ —2-[Rh6G ], (8)

kde [Rh6G]” je koncentrace roztoku barviva ve zdrojové cele na zatatku experimentu.
Uvedena bilance plati pouze za predpokladu, Ze objemy roztokii ve zdrojové a pfijimaci cele

vazané ]

jsou stejné a v Case nemeénng.

6.3.1 Kalibrac¢ni primka

Roztoky kalibra¢ni tady pfipravené dle kapitoly 5.6.1 byly zméteny pomoci UV-VIS
spektrofotometru. Ze ziskanych absorpénim spekter vyplynulo, ze absorbance dosahla
maxima pii 527 nm, respektive pii 526 nm. Pti té€chto vinovych délkéach byla tudiz sledovana
absorbance roztokl barviva ve zdrojovych komoréch diftiznich cel v rdmci vSech dialyzac¢nich
experimentll. Kalibracni pfimka a jeji hodnota spolehlivosti je znazornéna na Obr. 24.
Regresni rovnice této kalibra¢ni ptfimky poslouzila k vypoc¢tu molarnich koncentraci barviva
ve zdrojovych komorach difaznich cel v pribéhu méfeni.
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Obr. 24: Kalibracni primka rhodaminu 6G

6.3.2 Stanoveni zdanlivych rovnovaznych konstant

Souhrn vSech méfenych roztoki a jejich koncentraci ukazuje Tabulka 7. Koncentrace roztokli
huminovych kyselin byla zvolena na zéklad¢ vysledka prace [65]. U métenych roztokl byla
porovnavana nejen samotnd hodnota zdanlivé rovnovazné konstanty Ky, ale také vliv
selektivni methylace na tuto hodnotu.

Tabulka 7. Pocatecni koncentrace roztoku v dialyzacnich experimentech

Prijimaci cela Zdrojova cela Prijimaci cela Zdrojova cela
0,10 g/l HK 0,100 g/l Rh6G 0,10 g/l mHK 0,100 g/l Rh6G
0,10 g/l HK 0,050 g/l Rh6G 0,10 g/l mHK 0,050 g/l Rh6G
0,10 g/l HK 0,025 g/l Rh6G 0,10 g/l mHK 0,025 g/l Rh6G
0,10 g/l HK 0,010 g/l Rh6G 0,10 g/l mHK 0,010 g/l Rh6G
0,05 g/l HK 0,010 g/l Rh6G 0,05 g/l mHK 0,010 g/l Rh6G

Studium vSech méfenych koncentra¢nich kombinaci bylo pomérné ¢asové narocné. Stavu
rovnovahy (vyrovnani koncentrace volného barviva na obou stranach membrany) bylo
dosazeno v priméru za 547 hodin trvani experimentu. Fotografie studovanych roztokli v
dialyzacnich aparaturach na zacatku a pti ukonceni experimentu (ve stavu rovnovahy) jsou
pro vétsi prehlednost uvedeny v ptiloze (Priloha 3 az Priloha 18).

V piipad¢ experimentll sroztoky barviva o koncentracich 0,1 g/l se ukézalo, Ze tato
koncentrace neni pfili§ vhodnd, nebot’ i po dosazeni rovnovahy bylo nutné roztok barviva
fedit pro naméieni absorbanci nizSich nez 1. Navic v piipadé mHK doslo k vysrdzeni
huminovych kyselin v pfijimaci komote, coz mohlo byt zplisobeno vice faktory (vysokou
koncentraci barviva ¢i kvalitou difuzni cely — prasklina v plasti difazni cely a tedy nutnost
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pritomnosti tésniciho krouzku). Ze zminénych divodii nebyly vysledky z téchto diftznich cel
brany do celkového hodnoceni interakci a zdanlivych rovnovéaznych konstant.

V grafu na Obr. 25 jsou zndzornéna absorpéni spektra rhodaminu 6G o vychozi koncentraci
0,05 g/l ve stavu rovnovahy. Z grafu lze vycist, ze absorbance barviva je ve stavu rovnovahy
vys$$si u mHK nez u nemodifikovanych HK. Pomoci rovnice regrese kalibratni kiivky
a namé&fenych absorbanci bylo vypocitano, Ze koncentrace barviva poklesla oproti pocatecni
koncentraci na 5,6 % u reakce s nemodifikovanymi HK a na 11,8 % u reakce s mHK.
Vysledky ukazuji, ze mHK diky modifikaci karboxylovych skupin vazaly barvivo méné nez
ptirodni nemodifikované HK.
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Obr. 25: Absorpcni spektra Rh6G ve stavu rovnovahy, vychozi koncentrace 0,05 g/l

Takeé v ptipadé rhodaminu 6G o vychozi koncentraci 0,025 g/l byla absorbance barviva pfi
interakci s mHK ve stavu rovnovahy vyssi nez pfi interakci s nemodifikovanymi HK, coz
ukazuje Obr. 26. Koncentrace rhodaminu 6G poklesla v priibéhu experimentu oproti
pocatecni koncentraci na 4,8 % u interakce s nemodifikovanymi HK a na 5,6 % u interakce
s mHK.
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Obr. 26: Absorpcni spektra Rh6G ve stavu rovnovahy, vychozi koncentrace 0,025 g/l

Na Obr. 27 jsou zndzornéna absorp¢ni spektra rhodaminu 6G o vychozi koncentraci
0,01 g/l ve stavu rovnovahy. I v tomto ptipad¢ je patrny vliv modifikace, kdy je absorbance
barviva pii interakci s mHK v daném casovém useku vy$§i nez pfi interakci
s nemodifikovanymi HK. Na mHK se tedy barvivo vazalo mén¢. Koncentrace rhodaminu 6G
poklesla oproti pocatecni koncentraci na 2,5 % pfi reakci s nemodifikovanymi HK a na 3,6 %

pfi reakci s mHK.
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Obr. 27: Absorpcni spektra Rh6G ve stavu rovnovahy, vychozi koncentrace 0,01 g/l

Z dtivodu posouzeni vlivu koncentrace huminovych kyselin na interakci v difiznich celach
byl proveden experiment s koncentraci 0,05 g/l HK i mHK proti roztoku barviva o nejnizsi ze
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studovanych koncentraci, tj. 0,01 g/l. Vyslednd absorpcni spektra rhodaminu 6G o této
vychozi koncentraci ve stavu rovnovahy ukazuje Obr. 28. Methylace opét zpiisobila slabsi
interakci barviva smHK, a tedy vys$i absorbanci vdaném c¢asovém useku nez
u nemodifikovanych HK. Na interakci méla vliv 1 koncentrace roztoku HK, resp. mHK, nebot’
porovnani s grafem na Obr. 27 ukazuje vysSi hodnotu v maximu absorbance u 0,05 g/l
HK/mHK oproti dvojnasobné koncentraci. Na HK/mHK o koncentraci 0,1 g/l se tedy barvivo
vazalo 1épe nez na HK/mHK o koncentraci 0,05 g/l. Tento vysledek lze ptisoudit vétSimu
obsahu vazebnych mist pro barvivo v ptipad¢ vyssi koncentrace roztokit huminovych kyselin.
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Obr. 28: Absorpcni spektra Rh6G ve stavu rovnovahy, vychozi koncentrace 0,01 g/l

U vsech vysSe zminovanych rovnovaznych dialyz doslo v pribéhu méteni k vyraznému
poklesu koncentrace rhodaminu 6G v zdrojové komoie difuzni cely vlivem interakce
s huminovymi kyselinami na druh¢ stran¢ dialyzacni membrany. Pfiklad zmény koncentrace
barviva ve zdrojové komote difuzni cely v zavislosti na Case ukazuje Obr. 29. Pokles
koncentrace v Case vykazuje exponencialni charakter. V piipadé¢ nemodifikovanych HK
jakozto reaktantu je patrna nizsi koncentrace rhodaminu 6G oproti reakci s mHK, ¢imz se
projevil vliv methylace. Stejného trendu bylo dosazeno u vSech experimenti dialyzy
v diftznich celach. I pres snizeny obsah vazebnych mist ve struktufe mHK, a tedy slabsi
interakci s barvivem oproti piirodnim HK, je patrné, Ze rovnovazna dialyza s mHK
v pfijimaci cele probihala itak velmi vyrazné. Ztoho plyne, Ze do interakce mezi
huminovymi kyselinami a rhodaminem 6G se vyznamné zapojily i jiné funk¢ni skupiny ve
struktute HK ana interakci se tak mohly podilet i dals$i vazebné mechanismy nez jen
elektrostatické sily.
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Obr. 29: Zavislost koncentrace barviva ve zdrojove komore difiizni cely na case

Hodnoty zdanlivé rovnovazné konstanty pro vSechny meéfené kombinace roztokd byly
pocitany dle rovnice (7). Vysledky na Obr. 30 ukazuji, ze s rostouci koncentraci rhodaminu
6G klesala hodnota zdanlivé rovnovazné konstanty. Tato zavislost byla zplisobena
obsazovanim vazebnych mist ve struktufe huminovych kyselin s rostouci koncentraci
thodaminu 6G. Hodnoty K.y, jsou niz§i v piipadé dialyzy s mHK oproti dialyze
s nemodifikovanymi HK, coZ potvrzuje ovlivnéni interakce zménami ve struktufe mHK. Dale
jsou z vysledkil (viz Obr. 31) patrné klesajici hodnoty Ky, s klesajici koncentraci HK a mHK,
coz lze ptisoudit snizujicimu se obsahu vazebnych mist pro barvivo ve struktufe huminovych
kyselin.
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Obr. 30: Zavislost zdanlivé rovnovazné konstanty na koncentraci rhodaminu 6G
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Obr. 31: Zavislost zdanlivé rovnovazné konstanty na koncentraci HK a mHK

6.4 Diferenc¢ni UV-VIS

V grafu na Obr. 32 jsou zobrazena UV-VIS spektra roztoku HK, roztoku rhodaminu 6G
ajejich smési, vSe meéfené¢ proti fosfaitovému pufru. Stejny trend v UV-VIS spektrech
métenych proti fosfatovému pufru splinovaly jak mHK o stejné koncentraci, tak i reaktanty
s niz8$i koncentraci. Grafy jsou k nahlédnuti v ptiloze (Priloha 19 az Priloha 21). Pro cilené
zaméieni se na konkrétni zmény v absorpcnim spektru rhodaminu 6G pfi interakci s HK byla
pouzita diferen¢ni UV-VIS, tedy méfeni smési proti jednomu z reaktantii.
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Obr. 32: UV-VIS spektra mérena proti fosfatovému pufru
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Pro zjisténi zmén v absorp¢nim spektru rhodaminu 6G byla smés barviva a huminovych
kyselin méfena proti roztoku dané HK o koncentraci shodné s jejich koncentraci ve smési.
Vysledné diferen¢ni UV-VIS spektrum smési ukazuje Obr. 33. Z grafu je patrné, Ze diky
interakci s HK doSlo u spektra rhodaminu 6G k bathochromnimu (¢ervenému) posunu
a hypochromnimu efektu. Stejnych poklesi maxim absorpce a jejich posunuti k vySSim
vlnovym délkdm bylo dosazeno jak v ptipadé méfeni proti mHK, tak i u nizSich koncentraci
(viz Priloha 22 az Priloha 24). Methylace karboxylovych skupin ve struktufe mHK se
projevila pouze mirn¢ nizSim poklesem a posunem maxima absorbance barviva v porovnani
s nemodifikovanymi HK.
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Obr. 33: Porovnani UV-VIS spektra cisté slozky Rh6G s diferencnim spektrem slozky Rh6G o stejné
koncentraci ve smesi s HK (spektrum smési méreno proti roztoku HK o odpovidajici koncentraci)

Meéieni diferen¢ni UV-VIS spektroskopie s roztokem HK nebo mHK v referencni kyveté
bylo motivovéno ptedpokladem, ze mezi reaktanty dochazi k n-m interakci. Tato teorie byla
podpoiena studii [49], ve které autofi analyzovali interakci malachitové zelen¢ s HK pomoci
diferencni UV-VIS a dospéli k vysledkim ukazujicim na pfitomnost n-m interakci mezi
reaktanty. Rhodamin 6G a malachitova zelen sice vykazuji odliSnou strukturu, nicméné ob¢
latky obsahuji delokalizovany systém mn-vazeb, z cehoz plyne piedpoklad m-m interakce
1 v piipadé rhodaminu 6G pouzitém v této praci. Vysledky prezentované na Obr. 33
koresponduji s vysledky ze studie [49], a tudiz Ize potvrdit, Ze u rhodaminu 6G doslo vlivem
interakce s HK a mHK ke zmén¢ konformace a Ze mezi reaktanty vznikla n-m interakce.

Pro analyzu zmén v HK a mHK pii interakci s barvivem byla dale smés téchto dvou
reaktanti méfena proti prislusSnému roztoku rhodaminu 6G. Diferencni UV-VIS spektrum
smesi je znazornéno na Obr. 34. V grafu jsou patrné vykyvy v hodnotach absorbance smési
v oblasti piku rhodaminu 6G, coz lIze pfi¢ist rozdilu roztokli barviva v obou kiemennych
kyvetach. Zatimco v kyveté se vzorkem byl rhodamin 6G ovlivnén interakci s HK,
v referen¢ni kyveté se nachazel samotny roztok rhodaminu 6G, ktery nebyl ovlivnén Zadnou
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interakci. V oblasti piku barviva tedy nelze srovnavat zmény v absorpci zareni strukturou HK.
V ostatnich oblastech vlnovych délek vSak signal smési viceméné kopiruje signal HK, z ¢ehoz
plyne nevyraznd zmeéna ve struktufe HK pfi interakci s rhodaminem 6G. Stejného trendu
v namétenych UV-VIS spektrech bylo dosazeno iv pfipadé mHK a nizsich koncentraci
reaktantl (viz Priloha 25 az Priloha 27).
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Obr. 34: Porovnani UV-VIS spektra cisté slozky HK s diferencnim spektrem slozky HK o stejné
koncentraci ve smesi s Rh6G (spektrum smési méieno proti roztoku Rh6G o odpovidajici koncentraci)
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7 ZAVER

Tato diplomova prace je zaméfena na studium interakce huminovych kyselin s rhodaminem
6G, predstavujici modelovy organicky ion. Cilem prace bylo stanovit vliv chemické
modifikace HK, konkrétn€ selektivni methylace karboxylovych skupin, na tuto interakci. Na
zaklad¢ literarni reSerSe byly k analyze interakci vybrany zhaSeni fluorescence, dialyza
v difuznich celach a diferen¢ni UV-VIS spektroskopie.

V ramci experimentalni ¢asti prace bylo alkalickou extrakéni metodou z lignitu izolovano
potiebné mnozstvi HK, z ¢ehoz byla reprezentativni Cast selektivné methylovana pomoci
TMS-DM. Elementarni analyzou bylo stanoveno zakladni prvkové slozeni obou typi HK
a potvrzena methylace diky poklesu poméru O/C a zvySeni poméru H/C u mHK.
Termogravimetrickou analyzou v atmosféfe O, byl zjistén vysSi obsah popela a zmény
v teplotni derivaci Ubytku hmotnosti, ¢imz se téZz potvrdila methylace. Rozdily mezi
huminovymi vzorky zplisobené modifikaci struktury se potvrdily i studiem termické stability
v atmosféte N,. Uspésna modifikace byla prokazana také FT-IR spektroskopii s technikami
ATR a DRIFTS, kdy u mHK doSlo knarGstu absorbance v oblastech vlnocta
charakteristickych pro methylové skupiny a estery. Technikou SEC-MALS byl pozorovan
mirny rozdil v distribuci hmoty mezi obéma vzorky huminovych kyselin a vétsi agregaty
a supramolekuly v pfipadé mHK.

Interakce mezi methylovanymi, resp. pivodnimi HK, a modelovou nabitou organickou
latkou (rhodamin 6G) byla studovana vybranou skupinou spektroskopickych a fyzikalng-
chemickych experimentalnich technik. Bylo zjisténo, ze v dusledku interakce intenzita
fluorescence rhodaminu 6G vyrazné klesala s rostouci koncentraci obou typti huminovych
kyselin. Nemodifikované¢ HK i mHK tedy potvrdily svoji ulohu jako zhaSe¢ fluorescence
barviva. Mechanismus zhéaseni byl pomoci méfeni doby zivota fluorescence stanoven jako
staticky a doba Zivota rhodaminu 6G méla hodnotu 3,95 ns. Ze Stern-Volmerovy zavislosti
byly uréeny asociacni konstanty vzniku komplexu (Kg). U nemodifikovanych HK byla tato
konstanta vyss$i oproti mHK, coz naznacuje omezeni interakce s barvivem vlivem methylace
ve struktufe mHK. Hodnoty zdanlivé rovnovazné konstanty (Kapp) zjiStované z experimentii
dialyzy v difuznich celach rostly s klesajici vychozi koncentraci rhodaminu 6G. To lze
piisoudit obsazovani vazebnych mist ve struktufe huminovych kyselin s vyssi koncentraci
barviva. Naopak s klesajici koncentraci roztoku HK nebo mHK v pfijimaci komote difuznich
cel klesala hodnota K, coz bylo dano sniZzenym obsahem vazebnych mist. U vSech
experimentl dialyzy v difuznich celach byla vysledna hodnota K,,, niz$i pro mHK, ¢imz se
projevila modifikace karboxylovych funkénich skupin. 1 pies drobné rozdily ve
vyhodnocenych konstantach (Ks a Kapp) zplisobené modifikaci, probihala interakce mezi
rhodaminem 6G a mHK velmi vyrazné. Modifikované HK vyznamné zhasely fluorescenci
barviva a také pokles koncentrace rhodaminu 6G v prib¢hu dialyza¢nich experimentti s mHK
byl znaény. Ztéchto vysledkli vyplyvd, ze interakce nebyla primarné zaloZzena na
karboxylovych skupinach, ale ze se na vazbé reaktantli podilely i1 jiné funk¢ni skupiny ve
struktufe huminovych kyselin. Z toho také plyne kromé -elektrostatickych sil i mozna
existence jinych vazebnych mechanismi.
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Pii méfeni smési rhodaminu 6G a huminovych kyselin proti odpovidajicimu roztoku HK
nebo mHK vramci diferencnich UV-VIS experimentd doSlo ve spektru barviva
k bathochromnimu posunu maxima absorpce a hypochromnimu efektu. Témito vysledky byl
potvrzen piedpoklad piitomnosti m-m interakci mezi rhodaminem 6G a huminovymi
kyselinami.

Zhéseni fluorescence, dialyza v diftiznich celach i1 diferenéni UV-VIS spektroskopie se
ukazaly jako vhodné techniky pro studium interakce mezi huminovymi kyselinami
a rhodaminem 6G a pro posouzeni vlivu modifikace huminovych kyselin na tuto interakci.
Dosazené vysledky predstavuji velkou motivaci a inspiraci pro pokracujici vyzkum v oblasti
reaktivity huminovych kyselin. V navazujicich experimentech by mohlo byt zajimavé se
zaméiit také na zmény v intenzité fluorescence HK vlivem vazby s organickym iontem.
Porovnani vazby barviva a HK z jinych zdroju (napf. standardy) pomoci technik vyuZzivanymi
v této praci piedstavuje dal$i moznost sméru pokracujicich experimentt. Slibnou perspektivu
pro navazujici studium interakci HK reprezentuje také technika NMR, pomoci niz Ize
detailnéji urcit funkéni skupiny ve struktufe HK podilejicich se na interakci s organickymi
ionty.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HL

FK

HK

HU
TMS-DM
TCSPC
CFD
TAC
PGA
ADC
UV-VIS
FT-IR
MCPA
CTAB
NPE
NMR
mHK
TGA
ATR
DRIFTS
SEC-MALS

MW
Rh6G

So

S 1-n
T,
Fcorr
F obs
ODcy

Huminové latky

Fulvinové kyseliny

Huminové kyseliny

Huminy

Trimethylsilyl-diazomethan
Time-Correlated-Single-Photon-Counting
Constant Function Discriminator
Time-to-Amplitude Convertor
Programmable Gain Amplifier
Analog-to-Digital Converter

Ultrafialova a viditelné ¢ast spektra
Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Kyselina (4-chlor-2-methylfenoxy)octova
Cetyltrimethylamonium bromid
Nonylfenylethoxyl

Nuklearni magneticka rezonance
Methylované huminové kyseliny
Termogravimetricka analyza

Zeslabena totalni reflektance

Diftizni reflektance

Velikostn¢ vylucovaci chromatografie s detekci pomoci
viceuhlového rozptylu svétla

Molekulova hmotnost

Rhodamin 6G

Zakladni singletovy stav

Excitovany singletovy stav

Tripletovy stav

Korigovana intenzita fluorescence
Experimentalné ziskana intenzita fluorescence
Opticka hustota pfi excitacni vinové délce
Opticka hustota pti emisni vinové délce
Absorbance pfi excitacni vinové délce
Absorbance pfi emisni vinové délce

Intenzita fluorescence bez pfitomnosti zhasece
Intenzita fluorescence v ptitomnosti zhasece
Bimolekularni zhaseci konstanta

Doba zivota fluorescence bez piitomnosti zhasece
Koncetrace zhasece

Stern-Volmerova zhaSeci konstanta

Asociacni konstanta vzniku komplexu
Rovnovézna konstanta

Zdénliva rovnovazna konstanta
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10 PRILOHY
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Priloha 1: FT-IR spektra HK a mHK (technika DRIFTS)
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Priloha 2: Pokles korigované intenzity fluorescence rhodaminu 6G s rostouct koncentraci mHK
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Priloha 4: HK 0,1 g/l proti Rh6G 0,05 g/l — stav rovnovaihy
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Priloha 5: mHK 0,1 g/l proti Rh6G 0,05 g/l — zacdtek experimentu

Priloha 6: mHK 0,1 proti Rh6G 0,05 g/l — stav rovnovihy
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Priloha 8: HK 0,1 g/l proti Rh6G 0,025 g/l — stav rovnovahy
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Priloha 10: mHK 0,1 g/l proti Rh6G 0,025 g/l — stav rovnovahy
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Priloha 12: HK 0,1 g/l proti Rh6G 0,01 g/l — stav rovnovahy
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Priloha 14: mHK 0,1 g/l proti Rh6G 0,01 g/l — stav rovrovahy
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Priloha 16: HK 0,05 g/l proti Rh6G 0,01 g/l — stav rovnovaihy
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Priloha 17: mHK 0,05 g/l proti Rh6G 0,01 g/l — zacdtek experimentu
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Priloha 18: mHK 0,05 g/l proti Rh6G 0,01 g/l — stav rovnovahy
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Priloha 19:UV-VIS spektra méfend proti fosfatovému pufru, vyssi koncentrace roztokii, mHK
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Priloha 20:UV-VIS spektra méfend proti fosfatovému pufiru, nizsi koncentrace roztokii, HK
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Priloha 21: UV-VIS spektra mérena proti fosfatovému pufru, nizsi koncentrace roztokii, mHK
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Priloha 22: Porovnani UV-VIS spektra cisté slozky Rh6G s diferencnim spektrem slozky Rh6G o stejné
koncentraci ve smési s mHK (spektrum smési méreno proti roztoku mHK o odpovidajici koncentraci)
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Priloha 23: Porovndani UV-VIS spektra cisté slozky Rh6G s diferencnim spektrem slozky Rh6G o stejné
koncentraci ve smési s HK (spektrum smési méreno proti roztoku HK o odpovidajici koncentraci)
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Priloha 24: Porovndani UV-VIS spektra cisté slozky Rh6G s diferencnim spektrem slozky Rh6G o stejné
koncentraci ve smesi s mHK (spektrum smési mereno proti roztoku mHK o odpovidajici koncentraci)
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Priloha 25: Porovnani UV-VIS spektra cisté slozky mHK s diferencnim spektrem slozky mHK o stejné
koncentraci ve smési s Rh6G (spektrum smési mereno proti roztoku Rh6G o odpovidajici koncentraci)
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Priloha 26: Porovnani UV-VIS spektra cisté slozky HK s diferencnim spektrem slozky HK o stejne
koncentraci ve smesi s Rh6G (spektrum smési méreno proti roztoku Rh6G o odpovidajici koncentraci)
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Priloha 27: Porovnani UV-VIS spektra cisté slozky mHK s diferencnim spektrem slozky mHK o stejné
koncentraci ve smési s Rh6G (spektrum smési mereno proti roztoku Rh6G o odpovidajici koncentraci)
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