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ABSTRAKT

Hlavnym cielom tejto bakalarskej prace bolo overit’ potencial vyuzitia vibracnej spektroskopie pri
studiu interakcii huminovych latok s organickymi i6nmi. Za modelové huminové latky boli zvolené
nemodifikované (HK) a metylované huminové kyseliny (mHK) a zastupcov organickych idénov
tvorili metylénova modra, rhodamin 6G a Septonex. V prvom rade bola zvolena vhodna technika
infracervenej spektroskopie. Vysledky optimalizaénych merani ukazali, ze najrozliSenejSie spektra
je mozné ziskat pomocou DRIFTS techniky. V d’alSej Casti prace bol pomocou tejto techniky
sledovany vplyv metylacie na Strukturu huminovych kyselin, pricom v spektrach mHK boli oproti
nemodifikovanym huminovym kyselindm zaznamenané podstatné rozdiely. Nakoniec boli sledované
zmeny V spektrdich komplexov huminovych kyselin s organickymi i6nmi oproti spektrdm
pripravenych slepych vzoriek. Bolo zistené, ze spektra komplexov nie su len obyc¢ajnym suctom
spektier jednotlivych Cistych latok, ale boli v nich zaznamenané aj posuny a zmeny intenzity réznych
absorpénych pasov, ¢o znaci, ze v komplexoch hrali déleziti rolu aj nekovalentné interakcie.
Ukazalo sa, ze infracervena spektroskopia je vyuziteI'na pre skiimanie tychto interakcii.

ABSTRACT

The main objective of this bachelor thesis was to validate the potential of the utilization
of vibrational spectroscopy in the study on interactions between humic substances and organic ions.
Unmodified (HA) and methylated humic acids (mHA) were chosen as model humic substances and
organic ions were represented by methylene blue, rhodamine 6G and Septonex. Firstly, a suitable
infrared spectroscopy technique was chosen. The results of optimization measurements showed that
spectra with the best resolution can be obtained using the DRIFTS technique. The next part of the
thesis discusses the effect of methylation in the structure of humic acids. Significant differences were
recorded in mHA compared to the unmodified humic acids. Finally, the spectra of humic
acid — organic ion complexes were compared to the spectra of prepared blank samples. It was noted
that the spectra of complexes are not only a simple sum of the pure individual substances’ spectra,
but also shifts and changes in the intensity of different absorption bands were recorded there. It
suggests that non-covalent interactions played an important role in the complexes. Infrared
spectroscopy was proved to be a useful method for investigating these interactions.
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huminové latky, huminové kyseliny, infracervena spektroskopia, FTIR spektroskopia, organické
iony
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UvVOD

1 Uvob

Huminové latky st délezitou sucast’ou prirodnej organickej hmoty. Vd’aka ich r6znorodej Struktire
a obsahu mnohych funkénych skupin predstavuju idedlne médium pre viazanie r6znych cudzorodych
latok v ich prirodzenom prostredi, ktorym je najmé poda alebo povrchové a podzemné vody. Jednym
Z najcastejSich polutantov st organické iony, ktoré sa prave v pode Casto vyskytuju vo forme
pesticidov, herbicidov alebo odpadov ¢i metabolitov farmaceutickych vyrob. Tieto latky su pre zivé
organizmy Ccasto toxické a optimalizacia metdd ich odstraniovania zo zivotného prostredia
a detoxifikacie je pre udrzanie kvality ekosystému nevyhnutna. Moznosti interakcii huminovych
latok s polutantmi su rozne, medzi najpravdepodobnejSie patria napriklad idnova ¢i kovalentna
vézba, tvorba vodikovych mostikov alebo inych nekovalentnych interakcii. Objasnenie ich presného
mechanizmu je prvym délezitym krokom, a preto je mu v sucasnej dobe stale venovanych mnoho
stadii.

Existuje nemdlo metdd, pomocou ktorych je mozné studovat’ spomenuté interakcie. Po preskiimani
sucasného stavu rieSenej problematiky bola pre tito pracu zvolena metdda infracervene]
spektroskopie, ktord umoziuje odhalit’ konkrétne vézby a funkéné skupiny zapojené v interakciach,
no nebolo najdenych vela prac, v ktorych by bola vyuzitd pre sledovanie interakcie medzi
huminovymi latkami a organickymi i6nmi. Ako modelové iony boli zvolené farbiva metylénova
modra, rhodamin 6G a dezinfekéna latka Septonex. Za zastupcu huminovych latok bola zvolena
frakcia huminovych kyselin, konkrétne Standardizované huminové kyseliny izolované z Leonarditu,
pri¢om boli taktiez sledované rozdiely v interakciach ich nemodifikovanej a metylovanej formy.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 NEKOVALENTNE INTERAKCIE

Uvahy o chemickej reaktivite sii vacsinou stistredované na kovalentné interakcie medzi atomami
v molekule. So zvacsujucou sa velkostou molekul vSak naberaji na dolezitosti interakcie medzi
molekulami, teda medzimolekulové sily alebo nekovalentné interakcie [1]. Kovalentna vézba je sice
znaéne prispievaju k Strukture, stabilite a funk¢nej schopnosti makromolekul. Tieto sily zahtiajh
interakcie vnutri molekul, ale aj interakcie medzi jednotlivymi molekulami a mézu byt bud
pritazlivé, alebo odpudivé [2]. Intenzita medzimolekulovych sil klesa s rastucou teplotou, ¢o sa moze
makroskopicky prejavovat’ zmenou skupenstva latok. Nekovalentné interakcie umoziuju samovolny
vznik organizovanych Struktir z jednotlivych molekul a maji kIicova tlohu v molekulovom
rozpoznani [3]. Existuje niekol’ko typov nekovalentnych interakcii, ako napriklad Van der Waalsove
sily ¢i vodikové mostiky.

2.1.1 COULOMBICKE A VAN DER WAALSOVE SILY

Pojem van der Waalsove sily je pouzivany pre slabé medzimolekulové interakcie, vratane
elektrostatickych a disperznych interakcii. Principom elektrostatickych sil st coulombické pritazlivé
sily medzi pozitivnymi a negativnymi nabojmi. Elektricky naboj mdze byt bud’ Gplny, vo forme
i6nov, alebo ¢iasto¢ny, vo forme dipdlov [4].

2.1.1.1 INTERAKCIE ION-ION

Je potrebné rozliSovat’ tieto interakcie od i6novych vizieb v krystalovych mriezkach iénovych
zlucenin. Interakcie i6n-i6n zahrituju tvorbu idnovych péarov v roztokoch, tiez nazyvanych aj sol'né
mostiky. lonové pary si vytvorené napriklad interakciou boénych retazcov aminokyselin
Vv proteinoch (typ —COO™..."NHs). Tato interakcia je dolezitd najmd pri spajani podjednotiek
proteinov V ich kvartérnej Struktare [4].

2.1.1.2 INTERAKCIE DIPOL-DIPOL

St slabsie ako predchadzajuce interakcie. Vyskytuju sa v polarnych molekulach ako doésledok
existencie elektrostatickych interakcii medzi dipolmi. V zavislosti od vzajomnej orientacie molekul
mozu byt bud’ pritazlivé, alebo odpudivé. Rovnako nabité Casti molekul sa odpudzujt, zatial’ ¢o
opa¢ne nabité sa pritahuju. Struktiry s pritazlivymi interakciami maja niZsiu energiu, a preto
prevazuju [1]. V polarnych latkach su tieto interakcie zodpovedné za nizsiu prchavost’ v porovnani
s analogickymi nepolarnymi latkami. Taktiez stabilizuju terciarnu Strukttiru bielkovin a prispievaju
K rozpustnosti polarnych latok v polarnych rozpustadlach [4].

2.1.1.3 INTERAKCIE DIPOL-INDUKOVANY DIPOL

V nepolarnych molekulach, najméd ak obsahuji l'ahko polarizovatelné skupiny, je v blizkosti
permanentnych dipdlov alebo v elektrickom poli iénov indukovany slaby dipélovy moment. Vznik
tohto dipolového momentu mé za nasledok vznik zodpovedajucich elektrostatickych pritazlivych
sil [4].

2.1.1.4 DISPERZNE SILY (LONDONOVE SILY)

Disperzné sily su jediné medzimolekulové sily pdsobiace medzi molekulami nepolarnych latok
a volnymi atomami. Su dosledkom toho, ze rozlozenie elektronov a atomov v molekulach nie je
konstantné [3]. Vo vel’kom mnozstve molekul v kazdom okamihu prebiehaji zrazky atomov, ¢oho
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vysledkom je polarizacia molekuly. Na jednom konci molekuly je vytvoreny €iastoCne pozitivny
naboj, ktory nésledne indukuje vznik CciastoCne negativneho naboja na konci susediacej
molekuly — indukovany (okamzity) dipdl. Disperzné sily su pritazlivé sily medzi oscilujicimi
dipolmi v atomoch a molekulach, ktoré su vo vzajomnej blizkosti. Posobia len na vel'mi kratke
vzdialenosti. Okamzité dipoly existuju len vel'mi kratko a stale sa menia, ale kumulativny efekt
velkého mnozstva tychto interakcii vytvara dostatocne silné pritazlivé sily na to, aby udrzali
molekuly v tuhom alebo kvapalnom stave. Su zodpovedné napriklad za kondenzaciu plynov pri
nizkych teplotach [1, 4].

2.1.2 VODIKOVE MOSTIKY

Interakcie, ktoré boli doteraz spomenuté, sa tykaji vSetkych molekul, bez ohl'adu na ich chemicka
identitu (iba s ohadom na rozloZenie naboja v nich). Vodikové vizby, alebo tiez vodikové mostiky
st najsilnej$imi medzimolekulovymi interakciami vV nenabitych molekulach. Je v§ak mozné ich néjst’
iba v latkach, v ktorych je vodikovy atom viazany k vyrazne elektronegativnemu atomu — zvycajne
k dusiku, kysliku alebo fluéru. Vo svojej podstate st to vel'mi silné dipol-dipdlové interakcie medzi
polarizovanymi vazbami O—H, N-H alebo F-H. Elektronegativny atém silno pritahuje zdiel'any
elektronovy par a tym padom ma vodik okolo seba len minimalnu elektrénova hustotu. Za tychto
podmienok je vodikovy atdom nositel'om ¢iastocne pozitivneho naboja a je schopny vytvorit’ slabt
vizbu s vol'nym elektronovym parom elektronegativneho atdbmu druhej molekuly. Vodikové mostiky
maju niekolko doélezitych tuloh. St napriklad zodpovedné za tvorbu sekundarnych Struktur
biopolymérov (napr. a-helix, B-skladany list v proteinoch) alebo za niektoré vlastnosti vody (napr.
jej kvapalné skupenstvo pri beznych teplotach ¢i vyssia hustota 'adu ako kvapalnej vody). Tvorba
vodikovych mostikov medzi purinovymi a pyrimidinovymi bazami Vv nukleovych kyselinach je
podstatou replikacie, transkripcie a translacie genetického kodu [1, 4].

2.1.3 HYDROFOBNE INTERAKCIE

Hydrofobne interakcie st tendencie nepolarnych zlucenin k samoasociacii vo vodnom prostredi.
Samoasociacia minimalizuje energeticky nevyhodné interakcie medzi nepolarnymi skupinami
a vodou [2].

Pokial’ vodiky nepolarnych skupin netvoria vodikové védzby, musia ovplyviiovat’ Struktiru
rozpustadla, ktoré ich obklopuje. Medzi molekulami rozpustadla a nepolarnej rozpustenej latky
neposobia také velké pritazlivé sily, ako medzi molekulami rozptstadla navzajom, a preto je kazda
molekula nepolarnej latky obklopena solvatacnym obalom z molekul rozpustadla. Tento proces
znizuje entropiu systému, pretoze hydrofébne skupiny zabrafiuji vode vytvorit maximalny pocet
vodikovych vizieb (energeticky najvyhodnejSich) a molekuly vody musia zmenit’ svoju orientaciu,
aby mali vSetky vodikové vazby nasytené. Nepolarne molekuly maju teda tendenciu tvorit’ kvapocky
(klastre), aby minimalizovali plochu odkrytého povrchu a aby zmensili pocet energeticky negativne
ovplyvnenych molekul vody — k ich obaleniu sta¢i mensi solvata¢ny obal a viac molekl rozptastadla
sa mdze volne pohybovat’. Tymto sa entropia systému opét’ zvySuje, pretoze zisk entropie z volného
pohybu molekul rozptstadla prevazuje nad znizenim pohyblivosti nepolarnych molekul v Klastri.
Toto zvySenie entropie je dostatoéne vel'ké pre iniciaciu spontannej asociacie hydrofobnych molekul
V polarnom rozpustadle [2, 5].

2.1.4 M-I INTERAKCIE

n-n interakcie, alebo tiez n-m stacking, su nekovalentné pritazlivé sily medzi dvomi aromatickymi
kruhmi obsahujicimi m-orbitaly. St to lahké, nedestruktivne a reverzibilné interakcie zalozené na
kvadrupdlovych interakcidch medzi delokalizovanymi elektronmi v m-orbitaloch. Existuju tri
geometrické konfiguracie tychto interakcii. Dve najstabilnejSie konformacie st rovnobezna posunuta

8
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konfiguracia (Obr. 1C) akonformacia tvaru T (Obr. 1B). Na druhej strane, pri sendviCovej
konfiguracii (Obr. 1A) je maximalizované prekryvanie m-orbitalov a interakcia je
destabilizovana [6, 7].

Za m-m interakcie su zodpovedné kvadrupolové a disperzné sily. Lokdlny C—H dip6l aromatického
kruhu predstavuje pozitivny naboj, zatial’ ¢o elektronovy oblak nad a pod kruhom predstavuje
negativny naboj (napriklad pri hexafluorobenzéne je kvadrupdlovy moment obrateny vd’aka vysokej
elektronegativite fludru). V sendviovej konfiguricii je benzénovy dimér stabilizovany pomocou
disperznych Londonovych sil, ale aj destabilizovany odpudivymi kvadrupél-kvadrupdl interakciami.
Posunutim jedného z benzénovych kruhov st tieto odpudivé interakcie stlmené a konfiguracia je
stabilizovand. Pri konfigurécii tvaru T sa uplatiiuji vyhodné kvadrupol-kvadrupol interakcie, pricom
pozitivny kvadrup6l benzénového kruhu interaguje s negativnym kvadrupolom druhého kruhu. Tieto
kruhy su od seba vzdialenejSie ako pri sendviovej konfiguracii, takze disperzné sily uz na stabilitu
nemaju vel’ky vplyv. n-n interakcie st dolezité pri zoskupovani nukleovych kyselin v DNA ¢i RNA,
no dolezitu ulohu hraju napriklad aj v termalnej stabilite alebo skladani proteinov [6, 7].

N
‘@@--f

Obr. 1 Tri geometrické konfiguracie n-m interakcii; A: sendvicova, B: T-tvar, C: rovnobeznd
posunuta [8]

2.2 CHARAKTERISTIKA HUMINOVYCH LATOK

Huminové latky (HL) st hlavnymi zlozkami prirodnej organickej hmoty v pode a vo vode. St to
komplexné heterogénne zmesi polydisperznych materidlov (materidly obsahujuce Castice roznych
velkosti), ktoré st vytvorené pomocou biochemickych a chemickych reakcii poc¢as procesu rozkladu
rastlinnych a mikrobidlnych zvyskov — tzv. humifikacie. Doélezitou sucastou tohto procesu si
rastlinny lignin a produkty jeho transformacie, polysacharidy, melanin, proteiny, tuky, nukleové
kyseliny a iné. Huminové latky maju zlto-hnedu az ¢iernu farbu, ktora zavisi od ich koncentracie
alebo od stupia rozkladu [9].

Huminové latky st vel'mi dolezitou sti€astou pddy. Ovplyviiuju jej fyzikalne a chemické vlastnosti
organického materialu tvoria huminové latky, ktoré ovplyviiuji pH vody a jej zasaditost’. V pode st
zodpovedné napriklad za biologicku dostupnost’ chemickych prvkov, ako aj za transport a rozklad
xenobiotik a prirodzene sa vyskytujucich chemikalii [9].

Mobzu byt rozdelené do troch hlavnych skupin: huminové kyseliny (HK), fulvokyseliny (FK)
a humin. Huminové kyseliny a fulvokyseliny mozu byt z pody a inych pevnych faz extrahované za
pouzitia silnej zasady, akou je napriklad hydroxid sodny alebo hydroxid draselny. HK su vsak za
nizkeho pH nerozpustné a mézu byt’ vyzrazané pomocou silnej kyseliny. Fulvokyseliny st rozpustné
za akychkol'vek pH podmienok a zostavaju v roztoku po odstraneni huminovych kyselin okyslenim.
Humin nie je mozné extrahovat’ ani silnou zasadou, ani silnou kyselinou [9, 10].
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Huminové latky st vysoko chemicky reaktivne, no zaroven st velmi odolné voc¢i biologickému
rozkladu. Vicsina udajov o HK, FK a humine odkazuje na priemerné vlastnosti vel'kého stiboru
zloziek sroznou Struktirou a molekulovou hmotnostou. Konkrétne vlastnosti a Struktura danej
huminovej latky zavisia od jej zdroja (voda, poda) a presnych podmienok jej extrakcie. Napriek tomu
st vSak priemerné vlastnosti HK, FK a huminu z r6znych zdrojov mimoriadne podobné [9].

2.3 STRUKTURA A ZLOZENIE HUMINOVYCH LATOK

Dostupné udaje nasvedcujua, ze huminové kyseliny, fulvokyseliny a huminy su si Struktirne podobné,
ale liSia sa najmd V molekulovych hmotnostiach a tiez maju rozdielne zastipenie jednotlivych
funkénych skupin. Struktira huminovych latok viak bola predmetom uz mnohych $tadii a doposial
nebola presne popisana [11].

Huminové latky st supramolekularne latky skladajuce sa z mnohych pomerne malych,
heterogénnych podjednotiek, ktoré su stabilizované najmid pomocou slabych nekovalentnych
interakcii. Hydrofobne interakcie (van der Waalsove sily; n—mn, CH-m interakcie) a vodikové
mostiky su zodpovedné za zna¢ntl zdanlivi molekulovi velkost’ huminovych latok. Hydrofébne
interakcie sa stavaju eSte dolezitejSimi so zvySujicim sa pH. Vzniknuté supramolekuly majia vd’aka
velkému poctu roznych funkénych skupin univerzalne vazbové schopnosti [12, 13].

Podl'a Stevensona [14], huminové latky pozostavaju z heterogénnej zmesi zlGCenin, ktorej
nezodpoveda Ziadny vSeobecny Struktirny vzorec. Kazda podjednotka obsahuje niekol'’ko molekul
roznych velkosti, z ktorych len vel'mi malo zdiel'a rovnaku $truktarnu konfiguraciu a usporiadanie
reak¢nych skupin. Zakladnou $trukttrou vsak je hydrofobne aromatické jadro s alifatickymi boénymi
retazcami viazanymi —O—, —CH>-NH—, —N=, —S— mostikmi, obsahujuce roézne funkcné skupiny.
Moéze obsahovat’ aj pripojené bielkovinové alebo polysacharidové zvysky [10, 14, 15]. Na Obr. 2 je
zobrazena hypoteticka Struktara fragmentu huminovej latky.
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Obr. 2 Hypoteticka Struktura fragmentu pédnej huminovej ldatky podla Kleinhempela [16]
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2.3.1 MOLEKULOVA HMOTNOST A PRVKOVE ZASTUPENIE

Efektivne molekulové hmotnosti huminovych latok s v rozsahu od niekol’kych stoviek po niekol’ko
milionov jednotiek. Hlavné prvky vyskytujice sa v tychto latkach su uhlik, vodik, dusik, sira
a kyslik, v najva¢Som mnozstve su zastipené prave uhlik s kyslikom. Tab. 1 zobrazuje percentualne
zastupenie jednotlivych prvkov v huminovych kyselinach a vo fulvokyselinach. Je mozné vidiet’, ze
HK obsahuju priemerne o 10 % viac uhlika, ale o 10 % menej kyslika ako fulvokyseliny [11].

Tab. 1 Percentudlne zastupenie (v hmotnostnych percentdch) jednotlivych prvkov v HK a FK [11]

Huminové kyseliny Fulvokyseliny
C (%) 53,8 -58,7 40,7 - 50,6
O (%) 32,8-38,3 39,7-49,8
H (%) 3,2-6,2 38-7,0
N (%) 0,8-43 09-33
S (%) 01-15 0,1-3,6

2.3.2 FUNKCNE SKUPINY

Hlavnymi funkénymi skupinami obsahujicimi kyslik v huminovych latkach st karboxyly,
hydroxyly a karbonyly. Celkova acidita je rovna suctu —COOH a fenolickych —OH skupin a bolo
dokazané, ze fulvokyseliny maju vyrazne vys$siu celkovu aciditu, najmi vd’aka vysSiemu obsahu
—COOH skupin, ako huminové kyseliny. Taktiez bolo zistené, ze HK aj FK maju vacsi obsah
karboxylovych skupin ako fenolickych —OH skupin. Obe zlozky obsahuju priblizne rovnaké
koncentracie fenolickych —OH, —-C=0 a —O—CHj3 skupin na jednotku hmotnosti, ale fulvokyseliny st
bohatsie na alkoholové —OH skupiny [11]. Zatial’ ¢o FK obsahuju vaésinou ketonové —C=0 skupiny,
v huminovych kyselinach je va¢si podiel chinonovych —C=0 skupin [15].

Za najreaktivnejSie skupiny huminovych latok st povazované prave karboxylové a fenolické
skupiny. Okrem nich je mozné v Struktire huminovych latok najst aj enolové, chindnové,
hydrochinonové, laktonové, éterové a alkoholové skupiny. V malych mnozstvach sa v HL
nachadzaju aj dusikové, fosforové alebo sirové funkéné skupiny [15]. Huminové latky maja
polyanionovy charakter ast schopné viazat i6ny réznymi chemickymi a fyzikalnymi
mechanizmami [17].

2.4 VAZBOVE MOZNOSTI HUMINOVYCH LATOK

Ako uz bolo popisané v predchadzajtcich kapitolach, huminové latky disponuji vel’kym mnozstvom
roznych funkénych skupin, vd’aka ¢omu maju aj siroké, takmer univerzalne vdzobné moznosti. AKo
vel'mi vhodné pre interakcie s pesticidmi a inymi xenobiotikami st huminové latky oznacované aj
vd’aka ich polydisperznej a polyelektrolytickej povahe, vdaka ich povrchovej aktivite, obsahu
vol'nych radikalov ¢i hydrofilnych a hydrofébnych ¢asti v ich molekulovej struktare [18]. Pomocou
réznych typov vézieb st schopné viazat’ rozli¢né typy latok, medzi ktorymi je mozné najst’ polarne
aj nepolarne, anorganické aj organické zluceniny, xenobiotika ¢i environmentalne polutanty.

Huminové latky mozu s cudzorodymi latkami interagovat’ v réznych rezimoch vratane adsorpcie,
rozkladania a rozpustania, katalyzy pri hydrolytickych procesoch a dealkylacie. Tieto procesy maju
potom doélezitu tlohy v spravani xenobiotik v pode, pretoze ovplyviiuju napriklad aj ich degradaciu
a detoxifikaciu. Huminové latky moézu byt silnymi oxidaénymi ¢inidlami oxidované, mézu sa
spravat’ ako redukéné Cinidla a ich vdzba na iné latky a interakcie s nimi moézu byt réznej povahy:
ionova a kovalentna vizba, vodikové mostiky, mechanizmy zaloZzené na vymene naboja alebo
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donorovo-akceptorové interakcie, protolytické a komplexané reakcie alebo van der Waalsove
a hydrofobne interakcie [18, 19].

2.4.1 IONOVA VAZBA

I6nova vizba vznika posobenim elektrostatickych sil medzi ndbojmi funkénych skupin huminovych
latok a idbnmi nachadzajiicimi sa v roztoku [17]. Medzi huminovou latkou a xenobiotikom mdze
vzniknut’ v pripade, Ze cudzoroda latka je v kationovej forme alebo je schopna akceptovat’ protony
(alkalické kovy, amoniak, rozne organické pesticidy). HL s schopné tvorit’ ibnové vizby vd’aka
ionizovanym, alebo I'ahko ionizovatelnym, karboxylovym a fenolickym —OH skupinam. Na Obr. 3
je znazornend i6nova vézba medzi huminovou latkou a s-triazinom, ktory je vyuzivany ako pesticid.
Vizba moze vzniknat® medzi protonovanou sekundarnou amino-skupinou  s-triazinu
a karboxylatovym ionom alebo fenolatovou skupinou huminovej latky [18].

Huminovi litka s-triazin
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NF r
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0O r
cZ H\l)"\“- )\"/“:
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Obr. 3 Ionova vizba medzi huminovou latkou a S-triazinom [18]

2.4.2 KOORDINACNA VAZBA

Pri vy$Som pH sa zvySuje dolezitost’ komplexacnych a chela¢nych reakcii. Komplexacné reakcie su
povazované za mechanizmus, ktory tvori slabSie vazby ako chelécia, pretoze sa tvori koordina¢na
vizba s jedinou donorovou skupinou. Pri chelécii sa naopak tvori Struktura chelatového kruhu.
Schopnost” huminovych latok tvorit” koordinacné vézby je z hl'adiska rieSenia environmentalnych
problémov povazovand za velmi doleziti. V zavislosti od niekolkych faktorov (pH, saturacia
retazcov, koncentracia elektrolytu) mézu HL tvorit’ rozpustné aj nerozpustné komplexy s kovmi.
Predpoklada sa, ze fulvokyseliny tvoria rozpustnejSie kovové chelaty ako huminové kyseliny,
pretoze sami su rozpustné vo vode, maju mensiu molekulovi hmotnost’ a vyssi obsah funkénych
skupin. Na druhej strane, pomerne nerozpustné chelaty huminovych kyselin mézu vyborne slizit’ na
odstraiiovanie toxickych kovov. HK teda mézu byt vyuzit¢ ako tlmiCe nepriaznivych Uc€inkov
tazkych kovov a toxickych latok ako pesticidov a inych xenobiotik [20].

Délezitymi skupinami pri tvorbe koordinacnych vézieb st najmi karboxylové skupiny. Huminové
latky s vysokym obsahom aromatickych —COOH skupin st nachylné na tvorbu komplexov s Cu?*
ionmi, ~COOH skupiny na alifatickych retazcoch st dolezité pre komplexacné reakcie hlavne s Ca?*
i6onmi [20]. So zvySujucim sa pH (nad 7) sa po disociacii protonu z fenolického hydroxylu znacne
zvySuje dolezitost’ fenolickych skupin pri tvorbe komplexov atiez obvykle aj stipa stabilita
komplexov [17].
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2.4.3 KOVALENTNA VAZBA

Je dokazané, Ze kovalentné vizby mézu byt vytvorené medzi huminovymi latkami a pesticidmi,
alebo pravdepodobnejsie, ich medziproduktami a produktami ich degradacie (napr. aniliny, fenoly).
Tvorba tejto vdzby byva sprostredkovand chemickymi, fotochemickymi alebo enzymatickymi
katalyzatormi a vzniknuta vdzba je vel'mi stabilna a zvycCajne ireverzibilna [18]. Moznost’ vzniku
tejto vézby je predpokladom k imobiliz4cii kontaminantov v pdde. Napriklad kovalentna vizba je
obzvlast’ dolezita pri sanacii pdd kontaminovanych polyaromatickymi uhl'ovodikmi, pretoze tato
stabilna vdzba na polymernt §truktiru je nemutagénna a Vv jej pritomnosti svoju mutagenitu znizuju
aj niektoré mutagénne latky [17].

Kovalentne byvaju vdéSinou viazané pesticidy, ktoré maju podobné chemické vlastnosti ako
huminové latky. Kedze HL s polymérne molekuly s aromatickym jadrom a mono-, di- alebo
polyfenolickymi podjednotkami, m6zu k nim byt kovalentne viazané pesticidy, ktoré Struktirne
pripominaju fenolické zlucCeniny. Kovalentne viazané pozostatky st extrémne stabilné asu
charakteristické ich rezistenciou voci kyslej alebo bazickej hydrolyze, tepelnému spracovaniu
a mikrobialnej degradacii [21].

2.4.4 VODIKOVE MOSTIKY

Pritomnost mnohych funkénych skupin obsahujicich kyslik a hydroxyl predstavuje vysoku
pravdepodobnost’ tvorenia vodikovych mostikov medzi huminovymi latkami a inymi latkami (napr.
pesticidmi), ktoré obsahuji vhodné komplementarne skupiny. Problémom vSak méze byt vysoka
konkurencia tvorenia vodikovych vizieb medzi tymito skupinami a vodou [18].

Vyskumy zlu€ovacieho tepla komplexu huminova latka—atrazin [22, 23] (atrazin je herbicid patriaci
do skupiny substituovanych triazinov) poukazuji na pritomnost jedného alebo viacerych
vodikovych mostikov, pravdepodobne zahriiujucich —C=0 skupiny huminovych latok a sekundarne
amino-skupiny s-triazinu. Dalej aj kyslé a anionické pesticidy, ako napriklad chlorofenoxyalkdnové
kyseliny a estery mézu byt pomocou vodikovych mostikov adsorbované na huminové latky pri
hodnotach pH nizsich ako ich pKa, V neionizovanych formach, cez -COOH, —COOR a iné podobné
skupiny [18, 24]. Na Obr. 4 je zobrazena $truktura vodikovych mostikov medzi huminovou latkou
a s-triazinom alebo chlorofenoxyalkanovou kyselinou.

Huminova latka s-triazin Huminova latka
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Huminova latka Chlorofenoxyalkanova kyselina

Obr. 4 Vodikové mostiky medzi huminovou latkou a s-triazinom (a) alebo chlorofenoxyalkanovou

kyselinou (b) [18]
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2.45 HYDROFOBNE INTERAKCIE

Hydrofobne interakcie predstavuju mechanizmus nezavisly na pH, ktory zahtna hydrofébne aktivne
retazce huminovych latok a nepolarne pesticidy, ktoré s vodou reaguju iba slabo a pre ktoré nie su
vodné molekuly dobrou konkurenciou. Medzi tieto hydrofébne retazce HL patria napriklad
alifatické bo¢né retazce, tukové zvysky alebo Casti s vysokym obsahom uhlika a nizkym poctom
polarnych skupin [18]. NajcastejSou predpokladanou interakciou huminovych latok s hydrofobnymi
a alifatickymi kontaminantmi st prave hydrofobne interakcie [17].

2.5 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIA

Vibracna spektroskopia je zalozend na absorpcii a emisii fotonov s energiou zodpovedajicou
prechodom medzi vibraénymi (va¢Sinou v kombinécii s rotacnymi) stavmi molekul, Castic alebo
inych supramolekularnych utvarov. Vystupom vibracnej spektroskopie mézu byt bud’ infracervené
alebo Ramanove spektra, pricom tato praca je zamerana najma na infraéervenu spektroskopiu [25].

Infradervena spektroskopia je analytickd metdda vyuzivana v priemysle aakademickych
laboratériach pre objasnenie Struktiry individudlnych molektl a zloZenia molekularnych zmesi.
Principom tejto metody je absorpcia infracerveného ziarenia pri prechode vzorkou, priCom dochadza
k zmenam rota¢ne vibra¢nych energetickych stavov molekuly v zavislosti na zmenach dip6lového
momentu molekuly. Analytickym vystupom je infracervené spektrum, ktoré je grafickym
znazornenim funkénej zavislosti energie (vyjadrenej v percentach transmitancie T alebo jednotkach
absorbancie A) na vinovej dizke dopadajuceho Ziarenia. Absorbancia je definovana ako dekadicky
logaritmus 1/T. Energia je nepriamo tmerna vlnovej diZke, preto sa pouZiva tzv. vlnové ¢&islo
(vlnoget), ktoré je definované ako prevratena hodnota vinovej dizky a z toho vyplyva, ze zavislost
energie na vinoéte je linearnou funkciou [26, 27].

Charakteristickou vlastnostou FTIR spektier je pritomnost’ absorpénych pasov definovanych ich
spektralnou polohou, tvarom a intenzitou. Vd’aka tomu moézu byt hodnoty vibraénych frekvencii
zbierané v databaze ana zaklade toho mdzu byt urCené a interpretované aj funkcéné skupiny
v Studijnych materialoch. Na zaklade vrcholu absorpénych pasov v ur€itych intervaloch vinoc¢tu
mozu byt identifikované rozne vizby medzi atbmami a funkéné skupiny analyzovanej latky [28, 29].

Infracervené spektra organickych latok s roz¢lenené do dvoch zakladnych skupin:

e 4000-1500 cm™: oblast’ funkénych skupin (oblast valenénych vibracii); ,,piky* v tejto
oblasti su charakteristické pre Specificky typ védzieb a tym padom moézu byt vyuzité pre
urcenie pritomnej funk¢nej skupiny;

e 1500-400 cm™: oblast’ odtlatku prstu (,,fingerprint region®, oblast’ deformaénych vibracii);
piky v tejto oblasti vznikaju z komplexnych deformacii molekuly. Stbor frekvencii v tejto
oblasti je pre kazdu zluceninu charakteristicky a je mozné ho vyuzit' pre identifikaciu
neznamej latky na zaklade porovnania s katalogizovanymi spektrami [28, 29].

Prehl'ad intervalov vinoctu pre vybrané vézby je uvedeny v Tab. 2.
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Tab. 2 Prehlad hlavnych oblasti FTIR spektier a ich charakteristickych vézieb [30]

VInové &islo (cm™) Charakteristické vizby
4000-2500 O-H, N-H, C-H, S-H
2500-2000 C=C=C, C=C, C=N
20001500 C=C, C=0, C=N, N=N

deformaéné vibracie vizieb N-H a O-H z vody

oblast’ odtlacku prstov naro¢na na interpretaciu,
1500-650 valen¢né vibracie vizieb C-C, C-O, C-N,
deformacné vibracie C-H

2.5.1 TECHNIKY SKUMANIA VZORIEK POMOCOU IC SPEKTROSKOPIE

Na skimanie vzoriek pomocou infraervenej spektroskopie moéze byt vyuzitych niekol’ko technik.
Delia sa na dve zakladné skupiny — transmisné a reflexné techniky. Medzi reflexné techniky patri
napriklad technika uplného zoslabeného odrazu (ATR), DRIFTS technika, alebo meranie
zrkadlového odrazu a predmetom ich zaujmu je 1a¢, ktory je odrazeny od vzorky. Inym typom su
transmisné techniky, pri ktorych je merané ziarenie prechadzajice vzorkou. Asi najCastejsie
vyuzivanou transmisnou technikou je technika lisovania KBr tabliet, ktora je vyuzitel'na pre Sirokt
Skalu pevnych latok a poskytuje spektra s vysokou kvalitou, no jej najvacsou nevyhodou je pracna
priprava vzorky.

2.5.1.1 MERANIE UPLNEHO ZOSLABENEHO ODRAZU (ATR)

ATR technika (z angli¢tiny Attenuated Total Reflection) je v sucasnosti pravdepodobne najcastejSie
vyuzivanou FTIR technikou. Je zalozena na merani zmien, ku ktorym dochadza v odrazenom
infracervenom lG¢i po kontakte tohto lica so vzorkou. Analyzovana vzorka je v dokonalom kontakte
s krystalom s vysokym indexom lomu, na ktory je pod uréitym uhlom nasmerovany infracerveny
luc. Najcastejsie pouzivanymi krystalmi st diamant, germanium alebo selenid zino¢naty. Vnutorny
odraz lucu vytvara evanescentnu vinu, ktora prechadza cez povrch krystalu do analyzovanej vzorky.
V oblastiach IC spektra, kde vzorka absorbuje energiu je evanescentna vina zoslabena. Zoslabeny
luc sa potom vracia do krystalu a opusti ho opaénym koncom, kde je nasmerovany do detektoru. Tato
technika je vhodna pre Sirokt $kalu pevnych latok a tiez pre niektoré kvapaliny [31].

25.1.2 DRIFTS TECHNIKA

Difuzna reflektancia (DRIFTS — Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy) je
vysledkom prieniku dopadajticeho Ziarenia do Castic vzorky a nasledného rozptylu z matrice vzorky.
Po privedeni infraerveného ziarenia na vzorku je teda Cast’ Ziarenia absorbovana, Cast’ je odrazena
vo forme spekuldrnej zlozky a Cast Zziarenia je rozptylena, pricom prave posledny efekt je
oznacovany ako diftizna reflektancia (Obr. 5) [32, 33].

Tato technika spociva v smerovani infraCerveného luca do vzorkovacieho tégliku, ktory je naplneny
zmesou vzorky a substratu (napriklad KBr). Infrafervené Ziarenie interaguje s ¢asticami vzorky
aodraza sa od ich povrchu, ¢o spdsobuje, Ze svetlo je pri prechode vzorkou rozptylené alebo
difunduje. Vystupné zrkadlo nasledne smeruje tito rozptylenti energiu na detektor v spektrometri.
Spekularna a reflektan¢na zlozka ziarenia su zavislé na vel’kosti ¢astic a distribucii ich velkosti, preto

je pre reprodukovatelné vysledky potrebné pouzivat vzorky s priblizne rovnako velkymi Casticami
[32, 33].
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DOPADAJUCE ZIARENIE SPEKULARNA ZLOZKA
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Obr. 5 Schematické zndzornenie interakcie infracerveného Ziarenia so vzorkou v DRIFTS technike

[33]
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 INTERAKCIE HUMINOVYCH LATOK S XENOBIOTIKAMI A ROZNE METODY
ICH SKUMANIA

Zatial’ ¢o predchadzajuce kapitoly boli venované charakteristike huminovych latok a ich vizobnych
moznosti, tato Cast’ je venovana interakcii konkrétnych xenobiotik v pdde s huminovymi latkami.
Zaobera sa Strukturnymi aspektmi tejto interakcie, typom vidzieb medzi HL a jednotlivymi
cudzorodymi latkami a metodami ich skimania. Zdkladnymi metédami, ktoré ndm umoznuji
skimat’ sposoby interakcie HL sinymi latkami st napriklad UV-VIS spektroskopia, jadrova
magnetickd rezonan¢na spektroskopia (NMR), infraervena alebo FTIR spektroskopia,
fluorescencné spektrometria alebo elektronova spinova rezonancia (ESR) [18, 34]. Niektoré z tychto
metod st blizSie rozobraté v nasledujlicej Casti prace.

3.1.1 INTERAKCIE HUMINOVYCH LATOK S KOVMI

Existuje mnoho nezhodnych ndzorov ohl'adom interakcii kov—huminova latka, o vplyve vlastnosti
huminovych latok na tito interakciu alebo o spdsobe ich viazania. Niektori autori navrhuju, Ze za
komplexacné reakcie medzi huminovymi latkami a kovmi st zodpovedné karboxylové skupiny [35],
niektori naznac¢uji komplexnt povahu karboxylovych aj fenolickych skupin [36], ini dokonca tvrdia,
7e kovové iony sa na Gastice huminovych latok mozu viazat aj cez dusikové atémy [37]. Dalsimi
skupinami, ktoré mézu byt zodpovedné za viazanie kovov huminovymi latkami mézu byt
hydroxylové, enolové, karbonylové, fosfatové skupiny, alebo skupiny obsahujuce siru [18, 38].
Problémom pri jednoznacnej charakteristike interakcii medzi tymito latkami je aj fakt, Ze rozne
kovové i6ny maju rozne vlastnosti — valenény a idbnovy polomer, elektronegativita — a taktieZ aj
jednotlivé huminové latky sa vo svojich vlastnostiach vel'mi lisia (r6zne molekulové hmotnosti,
pocet aromatickych kruhov a alifatickych retazcov, obsah funkénych skupin ainé). Mobilita
a reaktivita kovov je tiez ovplyviovana koncentraciou jednotlivych latok, ich iénovou silou alebo
pH prostredia [30].

3.1.1.1 KOMPLEXACNE REAKCIE

Hlavnym typom interakcii medzi tazkymi kovmi a huminovymi latkami sa javi byt tvorba
koordina¢nych zlucenin. Komplexacné procesy mdézu byt od iénovej vymeny odliSené na zaklade
pozorovania zmien pH (pokles pH méze byt indikatorom komplexacie), rozpustnosti, oxida¢ného
potencialu, elektrickej vodivosti alebo chemického spravania analyzovaného systému. Komplexa¢na
reakcia tazkych kovov je postupna. Ligandy st viazané na centralny atom a tvoria sériu
medziproduktov, ktoré vedu k tvorbe koordinacne nasyteného komplexu. Komplexacné reakcie
s kovovymi i6nmi, ktoré tvoria jednoduché komplexy a chelaty, su zaloZzené na vytesneni idnov
vodika z funkénych skupin huminovych kyselin [30]. Existuji dva typy mechanizmov
koordina¢ného viazania t'azkych kovov k huminovym kyselinam:

a) vznik komplexov, Vktorych je volny radikdl huminovej latky pripojeny jednou
koordina¢nou védzbou k centralnemu i6nu (kov),

b) komplexancéné reakcie s tvorbou chelatovych spojeni. Volny radikal huminovej latky je
spojeny s centralnym i6nom niekol’kymi koordinaénymi vizbami. Kovové iény su v tomto
pripade viazané k dvom funkénym skupinam huminovej latky, ktoré sa nachadzaju blizko
pri sebe [30].
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3.1.1.2 TVORBA IONOVEJ VAZBY

Interakcie 'ahkych kovov s huminovymi latkami su zvycajne zaloZzené na jednoduchych reakciach
veducich k vzniku i6novej vazby. V dosledku toho su vytvorené soli nazyvané humaty. Vymena
atomu vodika za kovovy ion je rychla. Tohto procesu sa zGcastiiuju najmé karboxylové skupiny
a hydroxylové skupiny fenolov. Preto stupeii idonovej vymeny zavisi na disociacii jednotlivych
skupin a tym padom aj na hodnote pH. Vo vSeobecnosti, potenciometrické merania odhalili, ze
nastava narast stupiia ionovej vymeny pri pH od 10 — 12, kedy su vsetky —-COOH a —OH skupiny
disociované. Pri neutralnom pH st vymienané hlavne protény z karboxylovych skupin huminovych
latok. Lahkeé kovy, ktoré sa tejto idnovej vymeny s radikadlmi huminovych skupin zacastiuji st vo
forme kationov a bezne sa vyskytuji v prirode: Ca?*, Mg?*, Na* alebo K*. Huméaty monovalentnych
kovov ako sodik alebo draslik su dobre rozpustné. Rozpustné soli sposobuju, ze kov je v pddnom
prostredi mobilnejsi a tym padom T'ahSie odstranitelny [30]. I6nova vymena medzi huminovou
latkou a kovom je schematicky zobrazena na Obr. 6.

Obr. 6 Schematickeé zndzornenie ionovej vizby medzi huminovou latkou a lahkym kovom [30]

3.1.1.3 VYBRANE METODY STUDIA INTERAKCIE HUMINOVYCH LATOK S KOVMI

Interakcie medzi kovmi a huminovymi latkami st stale predmetom mnohych §tadii. Existuje
niekol’ko metdd, ktoré nam pomahaju tieto interakcie skimat. Vdaka modernym metédam sme
schopni analyzovat’ vézby, ich stabilitu, priestorovu Strukttru, ale ajrozne elektrochemické, optické
a iné vlastnosti skimanych systémov. V tejto podkapitole je preto rozobratych niekol’ko metod, ktoré
sa pre tito analyzu vyuzivaju.

Potenciometrické titracie

Potenciometricka titracia je jednou z najdolezitejSich metdd pre Studium interakcii huminovych latok
s kovovymi i6nmi a inymi latkami nachddzajicimi sa v pode. Je cennym néstrojom pre ziskanie
mnohych informéacii o povrchovych a sorpénych vlastnostiach huminovych latok. Za rozsiahle
moznosti potenciometrickych titracii moéze fakt, ze molekuly HL obsahuju vysoky pocet funkénych
skupin, ktoré preukazuju roznu aciditu [30]. Metodu potenciometrickej titracie pri Stadiu interakcii
kovov s huminovymi latkami vyuzilo mnoho autorov [39, 40].

Fluorescenc¢na spektrometria

Specificka §truktira huminovych kyselin je zodpovedna za prejavovanie fluorescenénych vlastnosti.
Konkrétne st to skupiny nazyvané fluorofory, napriklad chinoické, ftalické, fenolické, amino alebo
salicylové skupiny. Castice latok, ktoré vykazuju fluorescenénii aktivitu moézu byt excitované
absorpciou Ziarenia s kratkymi vinovymi dizkami (napr. UV Ziarenie) a nasledne mozu emitovat’
absorbovant energiu vo forme fluorescencie. Intenzita fluorescencie je priamo imerna koncentracii
celej fluoreskujuce;j latky [30].

Metoda fluorescencnej spektrometrie je velmi citlivd na roézne environmentilne faktory, ako
napriklad pH, i6nova sila, typ roztoku, teplota alebo interakcie s kovmi. Moznost’ aplikovania
fluorescencnej spektrometrie na skiimanie interakcii s kovmi vyplyva z faktu, Ze funkéné skupiny,
ktoré su potencialne zodpovedné za viazanie kovov su tiez zodpovedné za fluorescencné vlastnosti
huminovych latok [41]. V pripade viazania kovovych i6nov na castice huminovych latok,
fluorescenény signal moéze byt’ uhaseny alebo zintenzivneny. Zavisi to od typu viazaného kovu a od
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mechanizmu tohto viazania [42]. Pri §tadiach interakcii huminovych kyselin s kovovymi iénmi bolo
zistené, Ze fluorescencia namerand pri vyssich vlnovych dizkach znamenala pritomnost
kondenzovanych §truktur s vysokou konjugéaciou nenasytenych vézieb, vel’ki1 molekulova hmotnost’
a vysoky stupent humifikacie. Konkrétne, excitatne—emisné pary hlavnych maxim mézu indikovat’
Struktaru konjugovanych fenolov, chindénov alebo flavonov. Naopak fluorescencia pritomna pri
kratkych vinovych dizkach by mohla stvisiet' s jednoduchymi, nizkomolekularnymi $truktarami
s nizkym stupniom aromaticity [30, 43, 44].

Infracervena spektroskopia

Interakcie kovov s huminovymi latkami mézu byt studované pomocou FTIR spektroskopie (z angl.
Fourier-transform infrared spectroscopy). Vd’aka tejto metode je mozné identifikovat’ absorbujuce
funkéné skupiny zicastiiujiice sa komplexacie a poskytniit’ informacie o tomto type reakcie. Je
mozné skumat’ spravanie skupin ako st karboxylové, fenolické, alkoholové, —N a —S ligandy pod
vplyvom kovov [30].

Pomocou FTIR spektroskopie bolo napriklad zistené, Ze zmena pH neovplyvituje mechanizmus
viazania Cu?* iénov k huminovym latkam, ale zvy$uje mnoZstvo naviazanej medi [45]. Ini autori zas
dokazali, ze napriklad zniZenie intenzity absorpéného pésu pri vinocte 3 440 cm™ moze znamenat’
ucast’ kyslikovych atomov fenolickych skupin v komplexa¢nych procesoch kovov [46]. Princip tejto
metddy je blizSie popisany v kKapitole 2.5.

3.1.2 INTERAKCIE HUMINOVYCH LATOK S ORGANICKYMI ZLUCENINAMI

Priblizne polovica priemyselne vyprodukovanych organickych latok sa dostane do zivotného
prostredia priamymi alebo nepriamymi cestami, ako su napriklad pol'nohospodarske praktiky alebo
cez komunalny a priemyselny odpad. Tieto produkty zahriiuju rézne pesticidy a ich metabolity,
alifatické a aromatické derivaty benzinu a plastov, organické rozpustadld, surfaktanty alebo
detergenty. Ked’ sa tieto latky dostani do prirodného prostredia, su iniciované rdzne degrada¢né
a transferové procesy. Chemické vlastnosti jednotlivych latok (napr. molekulova Struktura,
prchavost’, naboj, polarizovatel'nost’, rozpustnost’) rozhodnl o tom, ktory proces bude dominovat.
Najdélezitej$§imi procesmi su interakcie, ktoré veda k ich deaktivacii, sorpcii alebo chemickej vizbe
Kk inym latkam (napriklad huminovym latkam, ktorym sa bude tato kapitola venovat’), vd’aka ¢omu
moézu byt z prostredia I'ahSie odstranené [47]. Presny mechanizmus interakcie organickych latok
s huminovymi latkami stale nebol presne odhaleny a aj v dnes$nej dobe je predmetom mnohych
stadii.

3.1.2.1 PESTICIDY

Organické pesticidy, ktoré sa v dnesnej dobe pouzivaju, patria do niekolkych rdznych skupin
organickych chemikalii. V tejto kapitole budu rozdelené na zéklade ich interaktivnych vlastnosti
s huminovymi latkami na kationové, zasadité, kyslé a anidnové a neidénové zliceniny.

Do skupiny kationovych pesticidov patria napriklad bipyridiliové herbicidy ako dikvat a parakvat.
Bolo dokazané, ze tieto latky st pre I'udi toxické [48]. Rozpustnost’ kationovych pesticidov je
zvyCajne vo vodnych roztokoch vysoka atieto latky v nich disociuji za vzniku divalentnych
katiénov. Dikvat a parakvat si neprchavé zluceniny a z poédnych alebo vodnych systémov nie si
vyluCované vo forme pary. Je zname, ze po vystaveni slnku alebo UV Ziareniu podlichaji
fotodekompozicii. Tieto zluc¢eniny st schopné tvorit’ komplexy s prenosom naboja s fenolmi a inymi
donorovymi molekulami [47, 49].
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Najdélezitej$imi pesticidmi v skupine zdsaditych pesticidov st S-triaziny. Pritomnost’ dusikovych
atomov bohatych na elektrony sposobuje vyznamni elektron-donorova schopnost’ s-triazinov, ako
napriklad sposobilost’ interagovat’ s elektron-akceptorovymi molekulami, ¢o diva moznost’ vzniku
donor-akceptorovych komplexov [47].

Kyslé a anionové pesticidy zahtnaji rozne skupiny chemikalii s herbicidnymi u¢inkami, vratane
substituovanych fenolov, chlorovanych alifatickych kyselin, chlorofenoxyalkdnovych kyselin
a substituovanych benzoovych kyselin, ktoré obsahuji karboxylové alebo fenolické funkéné skupiny
schopné ionizacie vo vodnom prostredi, ktoré produkuju aniénové zlaceniny [47].

Neionové pesticidy nie s vo vodnom prostredi vyznamne ionizované a velmi sa liSia svojim
chemickym zlozenim a vlastnostami, akymi s rozpustnost’ vo vode, polarita, prchavost’ alebo
molekulovy objem [47].

3.1.2.2 POLYAROMATICKE UHCOVODIKY

Polyaromatické uhlovodiky (PAH) st vo vSeobecnosti nebezpetnou skupinou rozsirenych
kontaminantov, ktoré su vo velkych mnozstvach produkované zo spalovania fosilnych paliv,
v chemickych vyrobach, pri rafinacii ropy, v hutnictve, alebo v niektorych systémoch premeny uhlia
a dechtu. PAH su pritomné v odpadovych tokoch tychto procesov a cez rézne environmentalne cesty
sa mozu nahromadit’ v potravinovych retazcoch veducich k 'udom. PAH st neutrdlne, nepolarne
organické molekuly pozostavajuce z dvoch alebo viacerych benzénovych jadier usporiadanych
v roznych konfiguraciach. Hydrofobia tychto latok sa zvySuje s molekulovou hmotnostou. Vela
Clenov tejto skupiny chemikalii bolo identifikovanych ako toxické latky s nebezpecnymi
vlastnost'ami [47].

3.1.2.3 MECHANIZMUS INTERAKCIE  HUMINOVYCH LATOK S ORGANICKYMI
ZLUCENINAMI

Hlavnymi interakciami medzi huminovymi latkami a organickymi zluCeninami st adsorpcéné
mechanizmy. Je d6lezité poznamenat, Ze chemické vlastnosti a spravanie rozpustenej a Pevnej
frakcie huminovych latok méze byt vyrazne odlisné a tieto frakcie budu s organickymi polutantmi
interagovat’ rozdielne [47].

Sorpcia predstavuje pravdepodobne subor najdolezitejSich interakcii medzi huminovymi latkami
a toxickymi organickymi latkami. Adsorpcia je zodpovednd za kontrolu mnozZstva volnych
organickych latok v roztoku a tym padom rozhoduje o ich stalosti, mobilite a biodostupnosti. Miera
adsorpcie zavisi od mnoZzstva a vlastnosti huminovych aj organickych latok. Po adsorpcii na HL
mozu byt organické latky 'ahko desorbované, tazko desorbované alebo ich desorpcia vobec nie je
mozna. Sorpcia teda moze byt reverzibilna aj ireverzibilna. NajdolezitejSie vlastnosti organickych
latok, ktoré rozhoduju otype ich interakcie s HL su chemicky charakter molekuly, tvar
a konfiguracia, kyslost’ (pKa), zasaditost’ (pKy), rozpustnost’ vo vode, polarita, molekulova velkost’
arozlozenie naboja molekuly [47]. Existuje niekol’ko adsorpénych mechanizmov, ktoré mozu
prebichat’ aj simultanne. Medzi najdolezitejSie patri idnova vézba, vodikové mostiky, koordinacna
vizba, kovalentna vidzba a hydrofébne interakcie.

3.1.2.4 VYBRANE METODY STUDIA INTERAKCIi HUMINOVYCH LATOK S ORGANICKYMI
ZLUCENINAMI

Interakcie huminovych latok s organickymi chemikaliami moézu byt’ studované r6znymi metodami.
Casto vyuzivanymi metéodami si napriklad infradervend spektroskopia [50, 51,52] alebo
potenciometrické merania [51], ktorych principy uz boli popisané vyssie. Tato podkapitola sa venuje
d’al$im vybranym metédam charakterizacie tychto interakcii.
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Elektronova spinova rezonancia

Vo vseobecnosti je elektronova spinova rezonan¢na spektroskopia (ESR) absorpénou
spektroskopiou, ktora zahrfiuje absorpciu ziarenia v mikrovinnej oblasti (10*— 10° MHz) latkami,
ktoré obsahuju minimalne jeden nesparovany elektron (takéto latky su paramagnetické, preto sa tento
typ spektroskopie nazyva aj elektronova paramagnetickéd rezonancia). Tato absorcia prebieha pod
vplyvom aplikovaného magnetického pola. Absorbované ziarenie spdsobuje prechody medzi
energetickymi stavmi, teda réznymi orientaciami spinu nepdrovych elektrénov, ktoré vznikli
rozstiepenim jednoduchych stavov s nenulovym spinom v magnetickom poli [53].

Stadiom interakcii organickych herbicidov s huminovymi latkami pomocou ESR sa zaoberal
napriklad Senesi [52]. Parametre elektronovej spinovej rezonancie a zvySenie koncentracii
paramagnetickych centier v produktoch tejto interakcie dokazali, ze medzi najdolezitejSie
mechanizmy vizby herbicidov na HL patria elektronové donor-akceptorové procesy, ktoré zahriuja
medziprodukty volnych radikalov.

Diftizne experimenty

Pre stadium interakcie huminovych latok s xenobiotikami v roztokoch je mozné vyuzit' difuzne
experimenty. Mozu byt realizované napriklad v tzv. difaznych celach, ktoré sa skladaji z dvoch
komor  oddelenych  semipermeabilnou  membranou. Komory  pozostavaju  z dvoch
plastov — vnuitorného, v ktorom prebicha vlastny experiment a vonkajsieho, ktory sluzi k udrzaniu
izotermickych podmienok. Po naliati roztokov do priestoru vymedzeného vnutornym plastom zacne
vplyvom koncentra¢ného gradientu prebiehat’ difiizia. Proces je ukonceny po vyrovnani koncentracii
sledovanej latky v oboch komorach a je pomerne casovo naro¢ny. Priebeh tohto procesu je sledovany
spektroskopickymi metédami [54].

Napriklad Smilek a spol. [13] sledovali pomocou difuznych experimentov vplyv karboxylovych
skupin na interakciu huminovych latok s nabitymi organickymi iénmi. Bolo dokazané, Ze na tieto
interakcie maju karboxylové skupiny mensi vplyv ako bolo o¢akévané, co znamena, ze sa ich musia
zucCastiovat’ aj iné funkéné skupiny. Teda interakcie medzi aromatickymi Castami v molekularnej
Struktire rozpustenej latky su dolezitejSie ako obycajné elektrostatické interakcie medzi opacne
nabitymi latkami.

3.2 VYUZITIE INFRACERVENEJ SPEKTROSKOPIE PRI STUDIU INTERAKCII
HUMINOVYCH LATOK

Ako uz bolo blizsie opisané v kapitole 2.5, infracervena spektroskopia je metdda sluziaca
k objasneniu Struktary individualnych molekal a zloZenia molekularnych zmesi. Vdaka
charakteristickym infracervenym spektram moézu byt identifikované funkéné skupiny analyzovanej
latky a taktiez vézby medzi jednotlivymi atdbmami. Preto je infracervend spektroskopia casto
vyuzivana ako metoda skumania interakcii medzi dvomi latkami a slazi k objasneniu ich
mechanizmu. Této kapitola uvadza priklady experimentov, v ktorych bola IC spektroskopia vyuzita
k identifikacii mechanizmu interakcii medzi huminovymi latkami a r6znymi xenobiotikami.

Bolo zistené, ze huminové kyseliny by mohli byt potenciadlne vyuzité pre odstranenie chromu
z odpadovych vdd, a preto boli pomocou infracervenej spektroskopie studované interakcie medzi
HK a chromitymi iénmi. Ciel'om §tadie bolo zistit’ funkéné skupiny zapojené v tvorbe komplexov
medzi uvedenymi latkami. Oproti IC spektram &istych huminovych kyselin boli po interakcii
S chromitymi idbnmi zaznamenané posuny karboxylatovych absorpénych pasov, ¢o znaéi, Zze chrom
sa na HK viaze prave cez karboxylové skupiny [55].
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Piccolo a spol. pomocou infracervenej spektroskopie skiimali interakciu medzi ¢asto pouzivanym
herbicidom glyfosatom a huminovymi kyselinami rozpustnymi vo vode. Zaznamenané zmeny v IC
spektrach indikuju viacndsobné vodikové mostiky medzi fosfonovou skupinou glyfosatu
a komplementarnymi skupinami huminovych kyselin [56].

V dalsej studii vyuzili vedci FTIR spektroskopiu pre objasnenie viazania a komplexacie
huminovych latok s hematitom. Bolo zistené, ze komplexacny mechanizmus bol riadeny ligandovou
vymenou zahriiujicou karboxylové funkéné skupiny huminovych latok a povrchové miesta oxidu.
Ziadne iné funkéné skupiny, ako napriklad fenolické —OH skupiny, sa na komplexécii
nepodielali [57].

Vedci z kalifornskej univerzity $tudovali sorpciu atrazinu na huminové kyseliny metodami UV-VIS,
FTIR aESR spektroskopie pri réznom pH. Vysledky Stadie ukazali, Ze v interakcii
atrazin — huminové latka sa neobjavuje mechanizmus prenosu naboja. FTIR spektra naopak poskytli
dokazy, Ze tato interakcia vyuziva mechanizmy vodikovych mostikov a prenosu protéonov, a to najma
pri pH < 4 [58].

Uz v 20. storoc¢i bola infraervena spektroskopia vyuzivana pre hl'adanie mechanizmu interakcii
medzi HK aherbicidmi. Napriklad Burns a spol. sledovali zmeny v relativnych velkostiach
karboxylovych absorpénych pasov (blizke 1730 al610cm™) v infratervenych spektrach
adsorbentov pred a po interakcii s parakvatom. Bolo zistené, ze hlavnym mechanizmom adsorpcie
parakvatu na H*-saturované HK je idbnova vymena [50].

Adsorpcia parakvatu a dikvatu na huminové kyseliny saturované roznymi kationmi bola d’alej
tudovana aj Khanom. S vyuzitim IC spektroskopie a potenciometrickych technik bolo dokazané
zapojenie i6novej vymeny a mechanizmu prenosu naboja v adsorpcii uvedenych herbicidov
huminovymi kyselinami. HL mézu vykazovat id6novo-vymenné reakcie vdaka pritomnosti
ionizovatelnych H* v —COOH a fenolickych —OH skupinach. IC spektroskopia dokézala, Ze na
rozdiel od spektra HK, ktoré obsahuje intenzivnejsi absorpény pas pri 1 720 cm™* (karbonyl
karboxylovej skupiny) ako pri 1 610 cm™ (karboxylat), je po pridani herbicidu intenzita 1 720 cm™
pasu znizena, zatial’ ¢o intenzita pasu pri 1 610 cm™? je zvySend. To indikuje konverziu -COOH na
—COQ", ktoré reaguju s bipyridiliovymi kationmi za vzniku karboxylatovych vizieb. Ako dokaz
tvorby komplexov s prenosom naboja sluzi posun absorpénych pasov pri 792 cm™ u dikvatu a pri
815 cm™ u parakvatu k 765 cm™ (dikvat) a 825 cm™ (parakvat) po interakcii s huminovou latkou.
Tieto absorpéné pasy st charakteristické pre mimorovinné vibracie C—H vézieb [51].

Senesi a spol. Studovali produkty reakcie huminovych kyselin zo $tyroch ré6znych zdrojov a Styroch
s-triazinov. Vysledky infracervenej analyzy ukézali tvorbu ionovych a vodikovych vézieb medzi
reagujucimi molekulami a naznadili tiez mozny vyskyt komplexov s prenosom naboja [52].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 POUZITE POMOCKY A PRISTROJE

o Spektrometer FT-IR Nicolet iS50, ThermoFisher Scientific
e Lyofilizator VirTis BenchTop K, Bio Trade s. r. 0
e Dialyzacna membrana Spectra/Por®, Spectrum Laboratories, Inc.
o MWCO: 1kDa
o Plosna sirka: 45 mm
o  Priemer: 29 mm
o  Objem/dizka: 6,4 ml/cm
o Dizka: 10 m
e Dialyza¢na membrana Spectra/Por®, Spectrum Laboratories, Inc.
o MWCO: 500 Da
o  Plosna sirka: 31 mm
o  Priemer: 20 mm
o  Objem/dizka: 3,1 ml/cm
o Dizka: 10 m
e Magneticka mie$acka, ThermoFisher Scientific
e Analytické vahy, Denver Instrument
e Bezné laboratérne sklo a pomocky

4.2 POUZITE CHEMIKALIE

e Huminové kyseliny a metylované huminové kyseliny izolované z ¢ernozeme
e Huminové kyseliny a metylované huminové kyseliny izolované z lignitu

e Standard huminovych kyselin IHSS Leonardite

e Metylovany Standard huminovych kyselin IHSS Leonardite

e Hydroxid sodny 0,1M (N/10), Lach:ner

e Metylénova modra, Penta

e Rhodamin 6G, Sigma Aldrich

e Septonex, GNB chem, a.s.

e Bromid draselny, SpectroGrade™, ICL

e Deionizovana voda (Milli-Q, MQ)

4.3 PRIPRAVA VZORIEK

Boli pripravené zasobné roztoky HK a mHK s koncentraciou 0,1 g/l v 0,01M hydroxide sodnom
v objeme 50 ml, roztoky metylenovej modrej a Rhodaminu 6G s koncentraciou 0,025 g/l
v deionizovanej vode a roztok Septonexu s koncentraciou 0,2 g/l v deionizovanej vode v objeme
100 ml. Nasledne boli z pripravenych zasobnych roztokov vytvorené komplexacné roztoky a bola
prevedena dialyza. Vzorky boli nakoniec vysusené lyofilizaciou.

4.3.1 ZASOBNE ROZTOKY

4.3.1.1 HUMINOVE A METYLOVANE HUMINOVE KYSELINY

Pre pripravu roztokov HK a mHK (metylacia HK bola realizovana Bc. Annou Bélusovou v ramci
spracovania jej diplomovej prace, ato selektivnou esterifikacnou metddou pre metylaciu
karboxylovych skupin pomocou TMS-diazometanu [59]) bol v prvom rade pripraveny roztok
hydroxidu sodného s koncentraciou 0,01 mol/dm?. Pre jeho pripravu bol pouzity normanal hydroxidu
sodného (N/10) urCeny pre pripravu roztoku s koncentraciou 0,1 M, ktory bol kvantitativne
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prevedeny do 1000ml odmernej banky a doplneny potrebnym mnozstvom destilovanej vody. Z takto
pripraveného roztoku bolo do 100ml odmernej banky odpipetovanych 10 ml a roztok bol zriedeny
na potrebnu koncentraciu 0,01 mol/dm3,

Boli navazené potrebné navazky Standardu a metylovaného Standardu huminovych kyselin IHSS
Leonardite pre pripravu roztokov s koncentraciou 0,1 g/l. Navazka bola kvantitativne prevedena do
50ml odmernej banky a rozpustena v potrebnom mnozstve 0,01M NaOH. Roztoky boli potom
priblizne 24 hodin mieSané na magnetickej mieSacke pre uplné rozpustenie huminovych kyselin.

4.3.1.2 METYLENOVA MODRA A RHODAMIN 6G

Boli pripravené zasobné roztoky MB a R6G v objeme 100 ml s koncentraciou 0,025 g/l. 0,0025 g
farbiva bolo kvantitativne prevedenych do 100ml odmernej banky a banka bola po rysku doplnena
deionizovanou vodou. Takto pripravené roztoky boli d’alej pouzité pre pripravu komplexacnych
roztokov.

4.3.1.3 SEPTONEX

Bol pripraveny zasobny roztok Septonexu v objeme 100 ml s koncentraciou 0,2 g/l. 0,02 g
Septonexu bolo kvantitativne prevedenych do 100ml odmernej banky a banka bola po rysku
doplnena deionizovanou vodou. Takto pripraveny roztok bol dalej pouzity pre pripravu
komplexacnych roztokov.

4.3.1.4 KOMPLEXACNE ROZTOKY

Komplexacné roztoky v objeme 20 ml boli vytvorené zmieSanim zasobnych roztokov HK/mHK
s roztokmi MB/R6G/Septonexu alebo s destilovanou vodou v objemovom pomere 1: 1. Celkovo
bolo takto prichystanych 12 roztokov, z ¢oho dva sluzia ako slepé vzorky (HK/mHK + destilovana
voda) a roztoky s rhodaminom 6G a metylénovou modrou boli pripravené dvakrat pre moznost
dialyzy cez dve membrany s rozdielnou hodnotou cut-off.

4.3.2 DIALYZA

Pripravené komplexacné roztoky boli nasledne dialyzované proti destilovanej vode. Ked'Ze nebolo
mozné zaistit, aby sa vSetky molekuly pouzitych organickych ionov na huminové kyseliny naviazali,
pre odstranenie volnych molekul z komplexaénych roztokov bola vyuzita rovnovazna dialyza. Pri
dialyze je vyuzivana polopriepustnd membrana, ktoré je schopna prepustit’ len molekuly mensie ako
jej hodnota cut-off (z angl. molecular weight cut-off, MWCO). Molekuly schopné prejst membranou
st pohanané koncentraénym gradientom a po uréitom Case sa vyrovna ich koncentracia v okolitom
roztoku a vnutri membrany. Pretoze dialyza prebieha vzdy len do stavu rovnovahy, pre odstranenie
va¢siny nenaviazanych molekul je potrebné menit’ vodu, v Ktorej sa vzorka dialyzuje.

Z dialyzacnej membrany bolo odstrihnutych priblizne 23 cm a tato ¢ast’ membrany bola na jednom
konci zviazana pre vytvorenie dialyza¢ného ¢rievka. Do takto pripraveného Crievka bol prevedeny
komplexacny roztok, boli z neho odstranené vzduchové bubliny a ¢rievko bolo na hornom konci
uzavreté klipsom. Crievko s roztokom bolo potom vlozené do nadoby s destilovanou vodou, kde
prebichala dialyza. Postup bol opakovany so vSetkymi pripravenymi komplexaénymi roztokmi.
Roztoky s kazdym typom organického i6nu boli dialyzované cez dialyzani membranu s cut-off
hodnotou 500 Da. Okrem toho, komplexac¢né roztoky s MB a R6G boli dialyzované aj cez membranu
s cut-off 1 kDa. Dialyza prebiehala priblizne 4 dni a po¢as toho bola v nadobach dvakrat vymenena
destilovana voda. Po skonceni dialyzy boli vzorky v plastovych nadobkéach ulozené v laboratornej
mraznicke a nasledne boli kompletne zmrazené vzorky lyofilizované pre ziskanie suchej vzorky bez
obsahu vody.

24



EXPERIMENTALNA CAST

4.4 FTIR ANALYZA

Analyza vzoriek pomocou FTIR spektroskopie predstavuje hlavnii experimentalnu napli tejto
bakalarskej prace. Jej hlavnym cielom bolo zistit, ¢i je pomocou tejto metédy mozné skiimat
interakcie huminovych kyselin s organickymi i6nmi. Najskor vSak bolo potrebné metodu
optimalizovat’. Na vsetky merania bol pouzity pristroj FT-IR Nicolet iS50 od firmy ThermoFisher
Scientific a vzorky boli analyzované v rozmedzi vino&tu 4 000 — 400 cm ™2,

V prvom rade boli prevedené merania pre vyber vhodnej FTIR techniky. Vzorky HK a mHK
izolovanych z ¢ernozeme boli analyzované pomocou ATR techniky s vyuzitim diamantového
a germaniového krystalu a pre porovnanie boli zanalyzovan¢ aj technikou DRIFTS. Pri vyuziti ATR
techniky bol krystal v prvom rade ocisteny destilovanou vodou a etanolom a bolo zmerané pozadie
(vzduch). Nasledne bolo na krystal nanesené malé mnozstvo vzorky a vzorka bola po pritladeni na
povrch kry$talu vstavanym momentovym pritlakom odmerana s rozlisenim 4 cm™ s celkovym
po¢tom akumulovanych skenov 64. Rovnaky postup aj rovnaké nastavenie pristroja bolo pouzité pri
krystali z technického diamantu ako aj pri krystali z germénia. Meranie technikou DRIFTS prebehlo
pri rozliSeni 4 cm™ s celkovym poctom akumulovanych skenov 256. Najskor bolo zmerané pozadie,
ktoré predstavoval KBr, v trecej miske rozotrety na drobné ¢iastocky, a nasledne bola odmerana
vzorka. Vzorka bola pripravena rozotrenim malého mnozstva huminovej kyseliny v KBr v trecej
miske tak, aby bol dosiahnuty riediaci pomer priblizne 1 : 70.

Po vyhodnoteni prvych merani bolo zistené, Ze optimalny pocet akumulovanych skenov je pri ATR
technike 32 a pri merani pomocou DRIFTS techniky je to 512 skenov, pri oboch technikach su
vzorky analyzované s rozliSenim 4 cm™. Takéto nastavenie bolo pouzité pri vSetkych d’alsich
meraniach.

Nasledne boli pomocou DRIFTS techniky a ATR techniky s jednoodrazovym krysStalom
z technického diamantu zmerané vzorky huminovych a metylovanych huminovych kyselin
izolovanych z lignitu, Standardu a metylovaného $tandardu huminovych kyselin IHSS Leonardite,
vSetkych pripravenych komplexacnych vzoriek po lyofilizacii a takisto aj Cistych sledovanych
organickych latok, teda MB, R6G a Septonexu. Postup analyzy jednotlivych vzoriek bol rovnaky
ako pri vybere vhodnej techniky aje opisany vysSie. Ziskané spektrd boli neskor spracované
a vyhodnotené v programe OMNIC.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 VYBER VHODNEJ FTIR TECHNIKY

Pre vyber vhodnej techniky boli analyzované spektrd huminovych a metylovanych huminovych
kyselin izolovanych z ¢ernozeme pomocou troch metéd — ATR technika s vyuzitim krystalu
z technického diamantu, ATR technika s vyuzitim krystalu z germania a DRIFTS technika. Bolo
zistené, ze najkvalitnejSie spektra z hl'adiska pomeru signal/Sum a rozliSenia boli ziskané pomocou
DRIFTS techniky. Jej najva¢sou nevyhodou je prejavenie vplyvu vodnej pary a atmosférického CO>
vo vyslednych spektrach, ¢o je vSak mozné jednoducho odstranit’ naslednym spracovanim spektra
v programe OMNIC pomocou korekénej funkcie Atmospheric suppresion.

Na druhej strane, spektra ziskané pomocou ATR technik st Ciastocne zdeformované, pri nizSich
vlnoctoch vykazuji vyssiu intenzitu oproti vys$im vinovym ¢islam. Celkovo maju spektra ziskané
pomocou tejto techniky niZsiu intenzitu oproti spektram z DRIFTS techniky. Pomocou Ge krystalu
tieZ nie je mozné zmerat’ absorpciu Ziarenia vzorkou pri nizkych vinoétoch (< 600 cm™). Vyhodou
ATR techniky je v8ak jednoducha manipulacia so vzorkou, je potrebné vel'mi malé mnozZstvo vzorky
a nie je nutné ju riedit’. Porovnanie spektier huminovych kyselin ziskanych jednotlivymi metédami
je zobrazené na Obr. 7. Rovnaky trend bol sledovany aj u metylovanych huminovych kyselin
(Priloha 1).

Prave kvoli jednoduchej priprave vzorky bola pre dalSie merania zvolena aj technika ATR
s diamantovym krystalom, no hlavnou technikou produkujucou spektra vhodné pre podrobnejsiu
analyzu je technika DRIFTS.

0,05
‘ HN DRIFTS
B DRIFTS po atmosférickej supresii
B ATR — diamant
ATR — germanium

0,00/

absorbancia (-)

4000 3000 - 2000 1000

vinoéet (cm™)

Obr. 7 Porovnanie spektier huminovych kyselin izolovanych z cernozeme ziskanych réznymi FTIR
technikami

5.2 VPLYV METYLACIE NA STRUKTURU HUMINOVYCH KYSELIN

Pre s$tadium vplyvu metylacie na Struktiru HK boli analyzované dvojice metylovanych
a nemetylovanych huminovych kyselin z troch roznych zdrojov — z ¢ernozeme, z lignitu a standard
huminovych kyselin IHSS Leonardite. Vplyv metylacie je najlepSie viditelny v spektrach HK
z ¢ernozeme a THSS Standardu, ktoré st zobrazené na Obr. 8 a Obr. 9. Podobny trend bol sledovany
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aj v spektrach HK izolovanych z lignitu (Priloha 2). Interpretacia absorpénych pasov bola prevedena
na zaklade odbornej literatutry [60, 61].

V rozmedzi vIno¢tu 3 600 —3 000 cm™ je viditelny Siroky pas valenénych vibracii O-H skupin
viazanych vodikovymi vdzbami. U neasociovanej O—H skupiny by bol ocakavany vinocet okolo
3600 cm™, pricom nizsie vinoéty sved¢ia prave o intramolekuldrnych alebo intermolekularnych
vodikovych mostikoch. Pri metylovanych huminovych kyselinach je viditeI'né zuzenie tohto pasu,
¢o mdze byt sposobené mensim poctom vodikovych mostikov v Struktire mHK.

Absorpény pas vo vlnoéte okolo 3 050 cm™ je pripisovany valenénym vibraciam aromatickej C—H
skupiny a mal by byt viditeI'ny vo spektrach vsetkych huminovych kyselin, pretoze ich aromatické
kruhy nie su kompletne substituované. Aj v tomto pripade je viditel'né, Ze intenzita tohto pasu zostala
po metylécii takmer nezmenena.

VInoget 2 950 —2 900 cm™ je charakteristicky pre valenéné vibracie alifatickych C-H vizieb.
Intenzita tohto piku je pri metylovanych huminovych kyselinach zna¢ne zvySena vdaka —CH3
vézbam v ich strukture (v metylesteroch karboxylovych skupin).

V okoli 2 600 cm™? su typické valenéné vibracie O-H vizieb karboxylovych skupin, viazanych
vodikovymi mostikmi do dimérov. Pri mHK je vidite'ny znizeny prispevok tychto vézieb v dosledku
nahradenia ¢asti karboxylovych O—H skupin metoxy skupinou.

Piky v okoli vIno¢tu 1720 cm™ st priradené najmi valenénym vibraciam C=0 v karboxylovych
skupinach, no moézu tu byt’ viditeI'né aj vibracie C=0 skupin v aldehydoch alebo ketonoch, s moznym
prispevkov esterovych skupin. Vplyvom metylacie je viditelny modry posun (posun dolava,
Kk vy$sim vIino¢tom) tohto piku a jeho intenzita je oproti nemetylovanym HK ovel'a vyssia vd’aka
vysSiemu obsahu esterovych C=0O skupin. Absorpéné pasy C=0 vizieb esterov mavaju maxima
prave v okoli vino¢tu 1 730 cm™.

Pokial’ huminové kyseliny obsahuji viac dusiku, byvaji pozorované absorpéné pasy aj Vv okoli
1650 cm™, ktoré st typické pre valenéné vibracie amidu. Takéto piky st pozorované najmi pri
huminovych kyselinach izolovanych z ¢ernozeme (Obr. 9) a je viditeI'né, Ze intenzita tohto piku sa
po metylécii nijak nezmenila.

Pas vokoli 1610cm™ prislacha vibraciam vizby C=C v aromatickych Struktirach a patri
K najsilnej$im pasom v infracervenom spektre HK. Je viditelny vo vzorkach IHSS standardov
(Obr. 8) alebo vo vzorke lignitickych HK (Priloha 2) a taktieZ je vidiet,, Ze po metylacii je tento pas
posunuty k niz§im vinovym dizkam.

Absorpéné pasy vo vinocte 1460 — 1440 cm™ patria antisymetrickym deformaénym vibraciam
—C—H skupin v alifatickych —CHs alebo —CH.— skupinach. Zna¢ne vyssi pik v tejto oblasti je u mHK
z dovodu zvysenia poc¢tu —CHs skupin metylaciou.

V spektrach lignitickych HK aj huminovych kyselin izolovanych z ¢ernozeme je pomerne vyrazny
absorpény pas vo vlnoéte 1 080 — 1 035 cm™, priCom tato absorpcia moZze byt’ vyvolana valenénymi
vibraciami C—O polysacharidov, no ¢asto ide len skor o Si—O vibracie mineralnych necistot, ktoré
znizuju vyznam tejto oblasti spektra. Taktiez sa v tejto oblasti mézu nachadzat’ valenéné vibracie
—C—OH alifatickych alkoholov.

Oblast’ vlno&tov pod 1 000 cm™ nie je pre Stadium Struktary huminovych kyselin vel'mi podstatna

a absorptné pasy vtejto oblasti byvaji malo intenzivne. ZvyCajne patria mimorovinnym
deformaénym vibraciam aromatickych C—H vézieb [60].
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Obr. 8 Porovnanie spektier HK a mHK Standardu IHSS Leonardite
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Obr. 9 Porovnanie spektier HK a mHK izolovanych z cernozeme

5.3 POROVNANIE SPEKTIER CISTYCH HK A HK ROZPUSTENYCH V 0,01M
NAOH

Ako uz bolo opisané v kapitole 4.3.1, ako porovnanie pre komplexy huminovych kyselin
S jednotlivymi aktivnymi latkami boli pripravené slepé vzorky. Ich priprava spocivala v rozpusteni
HK alebo mHK v 0,01M NaOH, zmieSani tohto roztoku s destilovanou vodou v objemovom
pomere 1:1 anaslednej dialyze proti destilovanej vode. Tato kapitola je venovand zmendm
pozorovanym v spektrach HK a mHK, ktoré presli tymto postupom oproti spektram ¢istych HK
amHK IHSS standardov. Analyza spektier v tejto kapitole bola vypracovana s prihliadnutim
K pracam [60, 61].
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Porovnanie tychto spektier je zobrazené na Obr. 10. Prvou zmenou pozorovatel'nou v spektre HK po
rozpusteni v NaOH oproti ¢Cistej HK je oblejsi (uzsi) absorpény pas O—H valen¢nych vibracii
viazanych vodikovymi vdzbami v rozmedzi vlnoétu 3 600 —2 900 cm™. Tato zmena mdze byt
sposobend mensim vplyvom vodikovych mostikov po rozpusteni huminovej kyseliny v hydroxide
sodnom v dosledku disociacie -COOH skupin na —COQO" idny, pri¢om tato disociacia je dokazana
v d’al$ich oblastiach spektra.

Napriklad pri vlno¢te okolo 2600 cm™ je v spektre huminovej kyseliny IHSS Standardu viditelny
absorpény pas patriaci valenénym vibraciam O-H karboxylovej skupiny, viazanej vodikovym
mostikom. V spektre huminovej kyseliny po dialyze uz tento pas viditeI'ny nie je.

Dal§im dokazom vzniku karboxylatov je absencia absorpéného pasu pri 1 718 cm™ v spektre HK po
dialyze. Tento pas prislicha pradve valenénym vibrdcidm C=0O v karboxylovych skupinéch.
V dosledku vzniku soli sa namiesto tohto pasu objavuju dva nové — pri 1570 cm™ a 1415 cm™,
zodpovedajice absorpcii karboxylatového iénu —COO~ [60]. Vznik tychto intenzivnych pasov
pravdepodobne spdsobil potladenie pikov pri 1616 cm™ (patriaci vibracii vdzby C=C
v aromatickych $truktirach) a 1 437 cm™ (patriaci antisymetrickym C-H deformaénym vibraciam
alifatickych skupin —CHs a —CHy-), ktoré v spektre huminovej kyseliny po rozpusteni v NaOH nie
su rozoznatelné.

V spektre HK po dialyze je taktiez viditelny novy, malo intenzivny pik pri 1 346 cm™? prisluchajuci
symetrickym valenénym vibraciam —COO™ skupiny.

Absorpény pas v spektre IHSS HK pri vlnocte 1 241 cm™, ktory patri valenénym vibraciam C-O
vézby a deformaénym vibraciam O-H vizby v skupine —-COOH, taktiez uz nie je viditeI'ny v spektre
slepej vzorky, ¢o znovu dokazuje rozpad karboxylovych skupin. Vznik karboxylatov nastal
pravdepodobne pri rozpusteni HK v NaOH a reakcia huminovej kyseliny s hydroxidom podnietila
vznik soli.
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Obr. 10 Porovnanie spektier cistého IHSS Standardu huminovej kyseliny a HK po procese pripravy
slepej vzorky
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Porovnanie spektier metylovanych IHSS Standardov a vzoriek ziskanych po ich rozpusteni v NaOH
a naslednej dialyze (Obr. 11) dalo prekvapivo podobné vysledky so spektrami nemetylovanych HK.
Vznik karboxylatov bol oCakdvany len u nemetylovanych HK, no taktiez v spektrdch mHK sua
vidite'né absorpéné pasy soli. To naznacuje netplni metyladciu HK alebo opdtovnu demetylaciu po
rozpusteni mHK v hydroxide sodnom. Pre objasnenie presného mechanizmu a zistenie, v ktorom
kroku pripravy vzorky doslo k zmene jej Struktury by bolo dobré podrobit’ tito interakciu eSte
d’alsiemu stadiu.

Jednym z vyraznejSich rozdielov oproti spektram nemetylovanych huminovych kyselin je niekol'’ko
novych viditelnych pikov v rozmedzi vlno¢tu 3 600 —2 900 cm™. Absorpény pas pri 3 283 cm™
by mohol prisliichat’ symetrickym valenénym vibraciam N—H vézieb v —NH> skupinach, no bezne
Vv spektrach huminovych kyselin nebyva viditelny z dévodu Sirokého pasu O—H skupin v dosledku
vizby tychto skupin intramolekularnymi alebo intermolekularnymi vodikovymi mostikmi.

Dalsia zmena bola zaznamenana pri vinoéte 2 954 cm™ v ktorom je absorpcia vyvolana vibraciou
alifatickych C—H vézieb. Dochédza k zniZeniu intenzity tohto absorpéného pasu, pricom tato zmena
je pravdepodobne dosledkom ¢iastoénej demetylacie huminovych kyselin a teda tbytku po¢tu C—H
skupin v molekule.

V spektre mHK po dialyze je taktiez viditeI'ny uplne novy absorpény pés pri 1 638 cm™. V spektrach
IHSS standardov bol tento pik pravdepodobne prekryty intenzivnej§imi absorpénymi pasmi v okoli
1732 a1604 cm™ anebol samostatne rozoznatelny. Poloha tohto absorpéného pasu by mohla
zodpovedat’ vibraciam amidickej skupiny, pricom je pravdepodobné, ze amidy sa v Struktire
huminovych kyselin naozaj nachadzaju, no v désledku vodikovych mostikov byva pik prisluchajuci
tejto skupine zvy&ajne rozsirenejsi. Uzky tvar absorpéného pasu v analyzovanom spektre by mohol
naznacovat’, Ze sa jedna iba o kontaminaciu spektra neziaducou zlozkou, ktora by mohla pochadzat’
napriklad z dialyzacnej membrany. Pre vylucenie tejto kontaminacie by bolo vhodné v buducnosti
zmerat aj spektrum samotnej membrany.
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Obr. 11 Porovnanie spektier cistého metylovaného IHSS Standardu huminovej kyseliny a mHK po
procese pripravy slepej vzorky
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5.4 FTIR ANALYZA KOMPLEXOV HUMINOVYCH KYSELIN S ORGANICKYMI
IONMI

5.4.1 SPEKTRA AKTIVNYCH LATOK

5411 METYLENOVA MODRA

Metylénova modra je heterocyklicka aromaticka zlacenina. Na Obr. 12 je zobrazena jej Struktura
a Obr. 13 zobrazuje jej FTIR spektrum ziskané technikou DRIFTS. Interpretacia spektra bola
prevedena na zaklade odbornej literatry [62].
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Obr. 12 Struktiira metylénovej modrej [63]

Absorpény pas v spektre MB V rozmedzi vlno¢tu 3 560 —3 170 cm™ je asociovany s vibraciami
O-H skupin podielajucich sa na vizbach s atdomami dusika heterocyklu metylénovej modrej
a atdmami dusika nenasytenej dimetylamino skupiny pri tvorbe hydratov. Pomerne Siroky absorpény
pas pri 3043 cm? prislicha heterocyklickm C-H valenénym vibraciam. Symetrické
a antisymetrické vibracie ~CHs skupin je mozné najst’ pri 2946 cm™ a 2893 cm™. V oblasti
2819 cm™ je mozné pozorovat absorpciu vyvolani valenénou vibraciou vizby N-C v skupine
N—(CHs).. Pomerne intenzivny pik pri 2 710 cm™ patri vibracidam N(CHs), vizieb, ktoré sa
podiel’aju na vodikovych mostikoch.

Najintenzivnejsi absorpény pas spektra pri 1 600 cm™ je vyvolany vibraciou C=C a C=N vizieb
Vv heterocykle molekuly. Pik napravo potom patri vibraciam vizieb C—C a C-N v heterocykle.
Absorpéné pasy pri vinoctoch 1491, 1444, 1397, 1250, 1224, 1184, 887, 833 a803 cm* su
vyvolané deformaénymi vibraciami réznych typov vizby C—H. Valen¢né vibracie C—N a C=S*
viizieb sa prejavuji vo vlno¢toch 1356 al340cm™ avibracie MB* heterocyklu pri
114321069 cm™
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Obr. 13 FTIR spektrum metylénovej modrej ziskané technikou DRIFTS
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5.4.1.2 RHODAMIN 6G

Dal$ou analyzovanou organickou latkou bol rhodamin 6G, ktorého $trukturu zobrazuje Obr. 14 a na
Obr. 15 je mozné vidiet jeho namerané FTIR spektrum, taktiez ziskané metédou DRIFTS.
Interpretacia tohto spektra bola vypracovana na zaklade prace [64].

Obr. 14 Struktiira rhodaminu 6G [65]

V spektre R6G sa nachadza Siroky absorpény pés pri vlnocte 3 230 cm™2, kde absorbuje valen¢na
vibracia N—H vézby. Tento pik je rozSireny vd’aka vodikovym mostikom. Slaby absorpény pas pri
3031 cm ! patri valenénym vibraciam aromatickych C-H vizieb.

Pik pri 2 982 cm™ je vyvolany asymetrickou valen¢nou vibraciou C—CHj3 viizby a piky pri 2 943
a2872 cm? su vyvolané asymetrickymi a symetrickymi valenénymi vibraciami CH, vizieb
alkylovych retazcov.
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Obr. 15 FTIR spektrum rhodaminu 6G ziskané technikou DRIFTS

C=0 valenénym vibraciam esterovej karbonylovej viizby prislicha absorpény pés pri 1 716 cm™,
Napravo od neho je viditeIny pas noznicovych deformaénych vibracii N-H vizby. Vinocty 1 607,
1565, 1501 a 1 445 cm™* patria C=C vibraciam kostry aromatického kruhu.

Rovinné deformaéné vibracie C-N vizby sa prejavuju Vv absorpénom pase pri 1 528 cm™ a pas pri
1 314 cm™* potom patri jej valenénym vibraciam. Deformaéna vibracia metylovej skupiny vyvolava
absorpciu vo vlnoéte 1 366 cm™,
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Vibracie esterovych vizieb sa prejavuju aj pri nizsich vinoétoch, ako napriklad pri 1 249 cm™, kde
je absorpcia vyvolana valen¢nou vibraciou C-O vizby zahriujucej karbonylovy uhlik. Vibracie
v oblasti 1 150 — 1 000 cm™? st pripisované roznym typom jednoduchej C-O viizby.

5.4.1.3 SEPTONEX

Septonex je kvartérna amoéniova zluCenina vyuzivana ako dezinfekéna latka a jej Struktara je
zobrazena na Obr. 16. Technikou DRIFTS bolo zmerané jej FTIR spektrum (Obr. 17). Analyza
spektra v tejto kapitole bola vypracovana s prihliadnutim k pracam [66, 67, 68]. V l'avej Casti spektra
st viditelné tri intenzivne piky. Prvy, s maximom vo vlnoéte 3 007 cm™, patri asymetrickym
valenénym vibraciam (CHs)sN* skupiny. Absorpéné péasy pri 2919 a2 851 cm™ prislichaju
asymetrickym a symetrickym valen¢nym vibraciam CH; vazieb alkylovych retazcov.
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Obr. 16 Struktiira Septonexu [69]

Absorpény pas vykazujuci vel'mi silny signal s maximom pri 1 735 cm patri valen¢nej vibracii C=0
esterovej vizby. Prispevky esterovej viizby su viditené aj pri vinoStoch 1243 cm™, 1194 cm™
a 1025 cm™, pricom absorpciu v tychto oblastiach vyvolava C-O vizba.
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Obr. 17 FTIR spektrum Septonexu ziskané technikou DRIFTS

K pomerne velkej intenzite piku pri 1467 cm™t prispieva niekol’ko vibricii, ako napriklad
symetrické a asymetrické valen¢né vibracie viazby C—H zo skupiny CHs-N" ¢i deformacéné vibracie
—CHs a —CHy— skupin. Absorpény pas pri 1373 cm™ je tvoreny symetrickymi deformacnymi
vibraciami C—CHjs vézby.

Pri nizkych vIno¢toch st rozoznatel'né eSte dva pomerne intenzivne piky. Jeden z nich, pri 953 cm™,
prislucha asymetrickym valenénym vibraciam C—N*(CHs)s vizby a deformacnym asymetrickym
vibraciam (CHs)sN* skupiny. Absorpciu pri 724 cm™ vyvolavaju symetrické valenéné vibracie
C—N vizby.
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5.4.2 SPEKTRA KOMPLEXOV

V tejto kapitole su rozobraté rozdiely v spektrach komplexov nemetylovanych alebo metylovanych
huminovych kyselin s modelovymi organickymi iénmi oproti spektrdm pripravenych slepych
vzoriek. Postupne su interpretované spektra HK/mHK po interakcii s metylénovou modrou,
rhodaminom 6G a Septonexom. V spektrach komplexov prevlada prispevok huminovej kyseliny
oproti organickému i6nu, no v kazdom spektre st viditeI'né aj pasy prislichajiace aktivnym latkam.

Ako uz bolo opisané v kapitole 4.3.2, komplexy HK/mHK s MB a R6G boli dialyzované cez dve
membrany s r6znou hodnotou cut-off. Po dialyze cez 500Da membranu sa vysledné vzorky javili
ako prili§ zafarbené abolo predpokladané, Ze vo vzorkach zostalo este privela volnych
(nenaviazanych) atomov farbiva, a preto boli vzorky pripravené znovu a nésledne dialyzované cez
membranu s cut-off hodnotou 1 kDa. Vysledné spektra komplexov vsak prekvapivo ukazujt, Ze po
dialyze cez 1kDa membranu bol v spektre znacne zvySeny prispevok farbiva a naopak pasy
prislichajice HK mali mensiu intenzitu, a preto je pravdepodobné, ze cez membranu s vac¢Simi
pormi prechadzali aj urcité frakcie huminovych latok. Pre analyzu interakcii medzi HK/mHK
a organickymi idbnmi boli preto vybrané spektra komplexov dialyzovanych cez membranu s mensimi
pormi a spektra ziskané dialyzou cez 1kDa membranu st pre porovnanie uvedené v prilohach
(Priloha 3 az Priloha 6).

5421 HK/MHK A METYLENOVA MODRA

Na Obr. 18 je viditené porovnanie spektier slepej vzorky a komplexu HK s metylénovou modrou.
Prvou viditeI'nou zmenou v spektrach je mierny ndrast pikov pri 2 927 cm™ a 2 849 cm?, ktoré
zodpovedaji symetrickym a antisymetrickym valenénym vibraciam —CHsz skupin, pripadne
valenénym vibraciam vizby N-C v skupine N—(CHs), v metylénovej modre;.
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Obr. 18 Porovnanie spektra komplexu huminovej kyseliny s MB a spektra slepej vzorky

Absorpéné pasy pri 1 570 a 1 415 cm™, ktoré zodpovedaju absorpcii karboxylatového ionu —~COO",
na prvy pohl'ad po interakcii s MB nevykazuju Ziadne vyraznejsie zmeny. Pri vlnoéte 1 600 cm™ je
vSak viditelny naznak nového absorpéného pasu valencnych vibracii C=C a C=N vizieb
V heterocykle metylénovej modre;j.
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Nové piky su viditelné napriklad pri 1 489 cm™ (vibracie C-C a C-N vizieb v heterocykle), pri
1335cm? (C-N aC=S* valentné vibracie heterocyklu MB) apri 1151cm™?* (C-N a
C-S-C vibracie MB* v heterocykle). Nérast absorpénych pasov v oblasti 1253 a1 177 cm™ by
mohol byt pripisany deformac¢nym vibraciam réznych typov C—H vézby.

Spektrum komplexu metylovanej HK s MB (Obr. 19) na prvy pohlad vykazuje rovnaké znaky ako
toto spektrum pri pouziti nemetylovanej kyseliny, ale prispevok absorpénych pasov prislichajucich
metylénovej modrej je mensi. NajvyraznejSou zmenou je narast piku pri vinoéte 1 639 cm™2, ktory
sa u komplexu s nemetylovanou HK vobec nenachadzal. Tento absorpény pas pravdepodobne patri
amidickym skupinam, no ako uz bolo blizSie opisané v kapitole 5.3, moze ist' aj o uréité
kontaminujuce zlozky.

Naopak, malé piky pri 2 927 a2 857 cm™* svoju intenzitu zniZili ako oproti spektru metylovanej
slepej vzorky, tak oproti komplexu HK s MB. To znac¢i znizenie po¢tu —CHs skupin v komplexe.
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Obr. 19 Porovnanie spektra komplexu metylovanej huminovej kyseliny s MB a spektra slepej
vzorky mHK

5422 HK/MHK A RHODAMIN 6G

Podobne ako pri komplexoch s metylénovou modrou, aj v spektrach komplexov HK s R6G prevlada
prispevok huminovej latky a pasy prisluchajice farbivu st pomerne malej intenzity. Porovnanie
spektra tohto komplexu so slepou vzorkou je na Obr. 20.

Pri 1 503 cm™ je viditeIny narast absorpéného pasu, ktory patri rovinnym deformaénym vibraciam
C-N skupiny. Mierne vy3§i pik pri 1 316 cm™ je pripisany valenénym vibraciam C-N skupiny
z thodaminu 6G. ZvySena intenzita absorpéného pasu pri 1 191 cm™ by mohla byt spdsobena
valencnymi vibraciami C-O vézby esterovej skupiny.
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Obr. 20 Porovnanie spektra komplexu huminovej kyseliny s R6G a spektra slepej vzorky

V spektrach metylovanych huminovych kyselin je zaznamenanych niekolko zmien (Obr. 21).
V oblasti vlno¢tu 3 600 —3 000 cm™ zanikaju jednotlivé piky a je viditelny jeden obly a Siroky
absorpény pas. Za tento jav su zvycajne zodpovedné silné vodikové vazby v molekule, ¢o by mohlo
znacit', Ze v komplexe mHK s R6G vzniklo niekol’ko novych vodikovych mostikov. Podobne ako
pri komplexe s MB, intenzita pikov pri 2 931 cm™ a 2 854 cm™ je v komplexe oproti slepej vzorke
znizena, ¢o by znovu mohlo dokazovat’ ibytok —CHs skupin v molekule.
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Obr. 21 Porovnanie spektra komplexu metylovanej huminovej kyseliny s R6G a spektra slepej
vzorky mHK

Taktiez absorpény pas pri 1 638 cm™ ma v spektre komplexu znaéne niz§iu intenzitu, ¢o je opaény
trend oproti komplexu HK s R6G, v ktorom bola intenzita tohto pasu naopak mierne zvysena.
Podobny trend ako pri komplexe nemetylovanych HK s rhodaminom 6G je potom viditelny pri
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1503, 1314 a 1194 cm™L. VyraznejSou zmenou oproti nemetylovanému komplexu je fakt, Ze pik
slepej vzorky pri 1 562 cm™ je v komplexe mHK s R6G posunuty k vy3$§im vlno¢tom, a to konkrétne
k1573cm™

5.42.3 HK/MHK A SEPTONEX

Zo vsetkych analyzovanych komplexov huminovych kyselin s organickymi iéonmi je prave
v komplexoch so Septonexom najjasnejSie vidiet’ prispevok aktivnej latky v spektrach. Porovnanie
spektra slepej vzorky a spektra komplexu HK so Septonexom je zobrazené na Obr. 22.

Hned pri vysokych vInovych dizkach s viditerné vyrazné zmeny. V oblasti vIno&tu
3600 — 3 100 cm ™ sa v komplexe objavili nové piky a cely Siroky absorpény pas je menej zaobleny.
Tento jav by mohol byt nasledkom zniZeného poctu vodikovych mostikov v molekule komplexu.

V oblasti okolo 3000 -2 800cm™ st vkomplexe tri nové absorpéné pasy patriace Septonexu.
Absorpcia pri 3 007 cm™ je vyvolana asymetrickymi valenénymi vibraciami (CHs)sN* skupiny a pri
2920 a2 851 cm™ je vyvolana asymetrickymi a symetrickymi valenénymi vibraciami CH, vizieb
alkylovych retazcov Septonexu.

V komplexe je spozorovany novy absorpény pas aj pri vlnoéte 1 736 cm™, ktory patri valenénym
vibraciam C=0O esterovej skupiny Septonexu. Prispevky esterovej skupiny su viditeIné aj pri
1247 a 1198 cm™, kde st absorpéné pésy vyvolané valenénou vibraciou C-O vizieb.

Zaujimavou zmenou je vznik nového absorpéného pasu pri 1 639 cm™, ktory sa v FTIR spektre
Cistého Septonexu vobec nenachddza. Ako uz bolo diskutované v predchadzajticich kapitolach,
mohlo by sa jednat’ iba o absorpény pas urcitej kontaminujicej zlozky.

Absorpény pas v oblasti 1467 cm™ s malou intenzitou pochadza pravdepodobne zo symetrickych
a asymetrickych valen¢nych a deformacnych vibracii C—H vézby zo skupiny CHs—N* a —CH,—
skupin.
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Obr. 22 Porovnanie spektra komplexu huminovej kyseliny so Septonexom a spektra slepej vzorky
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Metylovany komplex vykazuje podobné vysledky ako nemetylovany, s niekolkymi rozdielmi
(Obr. 23). Prva pozorovatel'na zmena je, ze oproti komplexu nemetylovanej huminovej kyseliny so
Septonexom je absorpény pas v oblasti 3 600 — 3 100 cm ™ naopak zaoblenejsi ako v pripade slepej
vzorky a jednotlivé piky uz nie je mozné jednoznacne rozlisit. Tento trend je podobny ako pri
komplexe mHK s R6G.

Dalsou zmenou oproti nemetylovanému komplexu je zniZenie intenzity absorpéného pasu pri
1638 cm™L. Ostatné charakteristické znaky spektra komplexu mHK so Septonexom st zhodné so
spektrom nemetylovaného komplexu.
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Obr. 23 Porovnanie spektra komplexu metylovanej huminovej kyseliny so Septonexom a spektra
slepej vzorky mHK

5.5 POKROCILA ANALYZA FTIR SPEKTIER POMOCOU DEKONVOLUCIE

FTIR spektra st ¢asto naro¢né na interpretaciu. Najmé ked’ obsahuju vel’ky pocet komponentov,
jednotlivé absorpéné pasy sa Casto prekryvaju aje velmi naro¢né ich individudlne rozoznat.
Pomocou dekonvolucie je mozné ziskat' presnt poziciu jednotlivych absorpénych pasov a taktiez
detailnejSie informacie o ich intenzite (vyska, plocha pasu). Tato metdda bola aplikovana na ziskané
spektra huminovych kyselin a ich komplexov s organickymi ionmi pre nadobudnutie presnejsich dat
0 konkrétnych interakcidch medzi tymito latkami. Useky spektier v rozmedzi vino&tu priblizne
1900 -1 000cm™ boli podrobené tejto analyze v programe OMNIC pomocou funkcie Peak
Resolve. Ukazka takto ziskaného spektra je na Obr. 24.

Pre ziskanie detailnejSich informécii o interakciach v spektrach komplexov boli sledované hlavne
posuny azmeny intenzity (relativnej plochy) jednotlivych identifikovanych a dekonvolticiou
separovanych absorpénych pasov. Tabulky zobrazujuce tieto zmeny st obsiahnuté v prilohach. St
Vv nich zobrazené iba najdené piky s dostatocne velkou intenzitou pre ovplyvnenie interakcie, nie st
Vv nich teda uvedené vsetky piky ndjdené pomocou tejto funkcie.
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Obr. 24 Spektrum komplexu HK s MB po aplikovani funkcie Peak Resolve

Najvyraznejsie posuny absorpénych pasov v spektrach HK a MB (Priloha 7) boli zaznamenané pri
vlno¢toch 1397, 1538 a 1669 cm™. Pas pri 1397 cm™ bol po interakcii posunuty o 11,1 cm™
K nizsim vlnoétom, pricom pravdepodobne prislucha réznym typom C-H vidzby v metylénovej
modrej. Zaujimavym posunom je posun pasu patriaceho C—C a C—N vidzbam v heterocykle MB
015,7cm™? kniz§im vlno¢tom. Mohol by naznafovat' zapojenie heterocyklu v interakcidch
s huminovymi kyselinami. Vyrazny posun o 20,7 cm™* k vy$§im vInoétom bol zaznamenany aj pri
vlnoc¢toch zodpovedajucich C=0 vizbam amidov, chinénov alebo konjugovanych ketdénov
huminovych kyselin, pricom pri tomto pase bol zaregistrovany aj pomerne zna¢ny pokles jeho
intenzity. Poklesy intenzity vykazovali aj pasy prisliichajtice absorpcii -COO™ iénov pri 1 572 cm™
a vibraciam C=C a C=N viizieb v heterocykle MB pri 1601 cm™. Prave na tieto viizby by bolo
vhodné v buducnosti zamerat’ podrobnejsie stidie a zistit’ presnejs$i mechanizmus ich interakcii.

U komplexov metylovanych HK s MB (Priloha 8) naopak nie su viditeI'né Ziadne vyrazné zmeny
Vv pikoch zodpovedajucich —-COO™ i6nom. Tento jav by mohol naznacovat’ vacsiu dolezitost’ tychto
skupin v komplexoch nemodifikovanych HK. Pokles intenzity pasu pri 1 601 cm™ C=C a C=N
védzieb heterocyklu znovu potvrdzuje zapojenie heterocyklu farbiva v interakciach s huminovymi
kyselinami.

V spektrach komplexov HK sR6G (Priloha 9) boli vyrazné posuny absorpénych pasov
zaregistrované pri vino¢toch zodpovedajucich C=0 vizbe v esterovej skupine rhodaminu 6G alebo
v aromatickych ketonoch huminovych kyselin. Tieto piky boli posunuté o priblizne 12 cm™
K vy$§im vIno¢tom azdoraznuju podiel karbonylovej vizby na interakciach HK s R6G.
Najvyraznej$ia zmena polohy piku vSak bola zaznamenand pri 1248 cm™ aje pripisovana
fenolickym C—OH vidzbam. Fenoly by teda taktiez mohli hrat’ délezita rolu pri tvorbe komplexov
HK s R6G. Pokles intenzity pasu prislichajuiceho C—N vézbam rhodaminu 6G tiez naznacuje
zapojenie tychto vizieb v sledovanej interakcii.

Aj v metylovanych komplexoch (Priloha 10) su spozorované zmeny v rovnakych absorpénych
pasoch ako u nemodifikovanych HK. To potvrdzuje dolezitost’ tychto vézieb v interakcii medzi
roznymi HK a rhodaminom 6G a zaroven naznacuje, ze metylacia nema na tieto interakcie vel'ky
vplyv. Na druhej strane je nutné podotknit, Ze po rozpusteni HK v NaOH bola zaznamenana
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Ciastocna demetylacia HK a aj to moze spdsobovat, Zze medzi komplexmi s HK a mHK st len
nevelké rozdiely.

V komplexoch so Septonexom boli podobné zmeny sledované u nemetylovanych
(Priloha 11) aj metylovanych (Priloha 12) komplexov. V oboch pripadoch bol zaznamenany pokles
intenzity pasov pri 1 566 a 1 738 cm™ prisluchajucich vibraciam ~COO™ iénov HK a C=0 viizbam
esterov Septonexu, pricom neboli zaregistrované vyrazné posuny tychto absorpnych pasov.
U nemetylovaného komplexu je evidovany posun piku C=0O vizieb v aromatickych ketonoch HK
011,5cm™? kvy$sim vlnoétom. Tieto zmeny potvrdzuju vyznamnost karbonylovych vizieb
Vv interakcidch huminovych kyselin s organickymi ionmi, ktorda bola sledovand wuz
Vv predchadzajacich komplexoch.

Zaujimavostou je zaznamenanie tplne novych pikov pri 1 521 cm™ (valenéné vibracie aromatickych
C=C vizieb), 1 602 cm™ (aromatické valenéné vibracie C=C, C=0 v konjugovanych ketonoch) a pri
1641 cm™? (valenéné vibracie C=O v amidickej skupine alebo C=O chin6nov; sledovany len
v slepej vzorke mHK), ktoré neboli zaznamenané ani v spektrach Cistych slepych vzoriek, ani
v spektre Cistého Septonexu [60, 61]. Nové absorpéné pasy zvy€ajne naznacuju vznik novych
kovalentnych vézieb, ¢o v tomto pripade nebolo ocakavané a povod tychto pikov by bolo potrebné
eSte blizSie preskiimat’ v buducich stadiach. Ked'ze sa vsak javi, ze vinoCty tychto pasov patria
vibraciam aromatickych vézieb, je mozné, Ze do interakcie zapojené aromatické Struktiry v désledku
interakcie so Septonexom zosiliiuju svoju vibraciu.
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ZAVER

6 ZAVER

Tato bakalarska praca bola zamerand na vyuzitie infraervenej spektroskopie pri $tadiu interakcii
huminovych latok s organickymi ionmi. Prvym ciel'om tejto prace bolo spracovanie literarnej reSerse
na tému metéd Studia Struktirnych aspektov interakcie huminovych latok s xenobiotikami
a organickymi i6nmi. Bolo zistené, Ze najCastejSie vyuzivanymi metddami su napriklad
fluorescencnéa spektrometria, potenciometrické merania, difuzne experimenty alebo infracervena
spektroskopia. Prave infracervena spektroskopia sa javi ako vhodna metoda pre Stidium konkrétnych
funkénych skupin zapojenych v tejto interakcii a hlavaym cielom tejto prace bolo overenie jej
vyuZzitel'nosti.

Za modelové huminové latky boli zvolené Standardy huminovych kyselin IHSS Leonardite
v nemodifikovanej a metylovanej forme. Za zastupcov organickych iénov boli zvolené farbiva
metylénova modra a rhodamin 6G a dezinfekéna latka Septonex. Vplyv metylacie na Struktiru HK
bol pre porovnanie sledovany aj na HK/mHK izolovanych z ¢ernozeme alebo z lignitu.

Ako prvé boli prevedené optimalizatné merania pre vyber vhodnej FTIR techniky. Bolo zistené, ze
ATR technika s krystalom z technického diamantu je najjednoduchsia na pouzitie a pripravu vzorky,
no spektra ziskané touto technikou su ¢iastocne zdeformované a nemajt dostatocné rozlisSenie. Preto
boli vSetky dolezité analyzy prevedené na spektrach ziskanych pomocou techniky DRIFTS, ktoré
vykazovali najleps$ie vlastnosti.

Dalej bol §tudovany vplyv metylacie na $truktaru HK. V spektrach mHK bola metylacia dokdzana
najmé zvysenim intenzity absorpcnych pasov prisluchajicich alifatickym C—H vidzbam a esterom
a naopak absenciou pasov vyvolanych vibraciami karboxylovych skupin.

Analyza spektier komplexov huminovych kyselin s organickymi i6nmi dokazala vyuzitel'nost’ tejto
metody pri Studiu ich interakcii. Bolo zistené, Ze ziskané absorpéné spektra nie st iba sti¢tom spektier
ich Cistych zloziek, ale boli zaznamenané aj posuny a zmeny intenzity jednotlivych absorpcnych
pasov. V spektre kazdého komplexu prevlada prispevok huminovej latky nad prispevkom
organického i6nu. Vysledky naznacujt, ze doleziti ulohu by v komplexoch mohli hrat' napriklad
karbonylové skupiny alebo aromatické Struktary. Taktiez je pravdepodobné, Ze v interakcii
huminovych kyselin s metylénovou modrou je do velkej miery zapojeny heterocyklus farbiva.
Ziskané vysledky vSak nedavaju jednozna¢né odpovede na Struktirne otazky a v budicnosti bude
potrebné vykonat' podrobnejSie analyzy pre ich vysvetlenie. Ked’ze boli na zaklade prevedenych
experimentov ndjdené funkéné skupiny, ktoré by sa na interakcii mohli podielat’, v nadvizujuce;j
praci by mohli byt vybrané modelové nizkomolekularne komponenty, ktoré sa v Struktire HK
vyskytuju a obsahuju tieto skupiny. Naslednd FTIR analyza komplexov tychto komponentov
s modelovymi aktivnymi latkami (Septonex, MB, R6G) by potom mohla potvrdit’ alebo vyvratit
zapojenie sledovanych funkénych skupin v danej interakcii.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

ATR
DRIFTS
ESR

FK
FTIR
HK

HL

IC
IHSS
LHK
MB
mHK
mLHK
MWCO
NMR
PAH
R6G
uv
UV-VIS

uplny zoslabeny odraz

difuzna reflektancia

elektronova spinova rezonancia

fulvokyselina

infracervend spektroskopia s Fourierovou transformaciou
huminova kyselina

huminova latka

infracerveny

Medzinarodna spolocnost’ pre huminové latky
lignitické huminové kyseliny

metylénova modra

metylovana huminova kyselina

metylované lignitické huminové kyseliny
molecular weight cut-off

jadrova magneticka rezonancna spektroskopia
polyaromatické uhl'ovodiky

rhodamin 6G

ultrafialovy

ultrafialova a viditel'na Cast’ spektra

absorbancia
transmitancia
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Priloha 1 Porovnanie spektier metylovanych huminovych kyselin izolovanych z cernozeme
ziskanych roznymi FTIR technikami
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Priloha 3 Porovnanie spektra komplexu huminovej kyseliny s MB dialyzovaného cez 1kDa
membranu a spektra slepej vzorky
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Priloha 4 Porovnanie spektra komplexu huminovej kyseliny s R6G dialyzovaného cez 1kDa
membrdnu a spektra slepej vzorky
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Priloha 5 Porovnanie spektra komplexu metylovanej huminovej kyseliny s MB dialyzovaného cez
1kDa membranu a spektra slepej vzorky mHK
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Priloha 6 Porovnanie spektra komplexu metylovanej huminovej kyseliny s R6G dialyzovaného cez
1kDa membranu a spektra slepej vzorky mHK
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Priloha 7 Porovnanie polohy a intenzity jednotlivych absorpcnych pasov v cistych HK a MB a po ich
interakcii, vyznamné zmeny su zvyraznené tucne

Povod Po interakcii Zmena N ,
Typ vizby; prispevok
Poloha Rel.plocha | Poloha Rel. plocha @ Poloha Rel. plocha latky
(cm) (%) (cm™) (%) (cm) (%)
C-C alif. skupin; C-O
1077,1 0,6% 1081,8 2,2% 4,7 1,6% alkoholov a alif. esterov;
HK
i L A "
1144,2 4,4% 1139,7 6,2% 45 1,8% C-NaC-S-Cvibricie MB
heterocyklu; MB
1224.4 3,5% 1220,6 4,1% -3,8 0,6% rozne typy vizby C-H; MB
1339,8 9,0% 1331,7 5,5% -8,1 -3,6% C-N a C=S* valenc¢né
1357,3 3,0% 1353,4 1,4% -39 -1,6% vibracie heterocyklu; MB
1397,3 9,9% 1386,2 5,4% -11,1 -4,5% rozne typy vizby C-H; MB
1414,6 14,1% 1414,9 8,7% 0,3 -5,4% -COO; HK
14479 12,2% 14435 8,7% -4,4 -3,5% rozne typy vizby C-H; MB
1490,9 5,7% 1490,2 5,8% -0,7 0,1% rozne typy vizby C-H; MB
15388  52% 15231  58% 157 0,5% C-CaC-Nvazby v
heterocykle; MB
1572,7 41,8% 1567,4 23,5% -5,4 -18,4% -COO; HK
16014  158% 15994 4,0% 2,0 -11,8% C=Ca C=N viizby v
heterocykle; MB
1669,5 13,8% 1690,2 2,7% 20,7 -11,1% C=0 amidov, chinénov; HK
C=0 v karboxyloch, s
17455 0,2% 1736,8 2,5% -8,7 2,3% prispevkom keténov,

karbonylov, esterov; HK

Priloha 8 Porovnanie polohy a intenzity jednotlivych absorpcnych pasov v cistych mHK a MB a po
ich interakcii, vyznamné zmeny su zvyraznené tucne

Povod Po interakcii Zmena

Poloha Rel. plocha | Poloha  Rel.plocha | Poloha Rel.plocha | Typ vizby; prispevok latky

(cm™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%)

10772 21% | 10761  0,7% 1,1 149 | CCalif skupin: C-O alkohol.

a alif. ester.; mHK

11442 4.4% 1138,9 2 4% 5.3 -2.0% C-NaC-Ss-C Vlblra01e MB
heterocyklu; MB

12244  35% | 12174 1,6% 7,0 -1,9% rozne typy vizby C-H; MB

1339,8 9,0% 1335,5 4,3% -4,3 -4,7% C-N a C=S* valenéné vibracie

1357,3 3,0% 1356,2 0,6% -1,1 -2,4% heterocyklu; MB

13973 99% | 13875 3,0% -9,8 -6,9% rozne typy vizby C-H; MB

1414,2 8,9% 1413,3 8,6% -0,9 -0,3% -COO~; mHK

14479 12,2% 1434,7 7,8% -13,2 -4,4% rozne typy vazby C-H; MB

1490,9 5,7% 1494,4 19,0% 3,5 13,3% rozne typy vazby C-H; MB

1567,2 31,6% 1564,9 25,3% -2,3 -6,2% -COO~; mHK

1601,4  158% | 16018 1,9% 0,4 -13,9% C=Ca C=N vazby v
heterocykle; MB

1681,1 5,8% 1686,3 7,5% 52 1,7% C=0 amidov, chinénov; mHK

C=0 v karboxyloch, s
1732,8 1,7% 1733,4 1,4% 0,6 -0,3% prispevkom keténov,

karbonylov, esterov; mHK
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Priloha 9 Porovnanie polohy a intenzity jednotlivych absorpcnych pasov v cistych HK a R6G a po
ich interakcii, vyznamné zmeny su zvyraznené tucne

Povod Po interakcii Zmena
Poloha Rel. plocha | Poloha  Rel.plocha | Poloha Rel.plocha | Typ vizby; prispevok latky
cm?) (%) (cm ) (%) cm?) (%)
1184,8 2,7% 1185,4 1,9% 0,6 -0,8% C-O esterovej vazby; R6G
C-O vizba zahriiujica

0, 0, _ - 0
1251,6 10,2% 1242,1 3,0% 9,5 7,2% karbonylov{ uhlik: R6G
1248,8 7,1% 12738 1,9% 25,1 -5,2% C-OH fenolické; HK
1299,6 13,6% 1305,1 3,1% 5,5 -10,5% C-N vizba; R6G
1372,7 3,8% 1370,1 7,9% -2,6 4,0% -COO ; HK
14146 14,1% 14148 14,0% 0,2 0,0% -COO ™ ; HK

C=C vibracie kostry

0 9 - -0.99

14457 5,6% 14451 4,7% 0,7 0,9% aromatického kruhu: R6G
C=C vibracie kostry

0 9 -1.29
1476,8 3,9% 1480,2 2,7% 3,4 1,2% aromatického kruhu: R6G
1572,7 41,8% 1569,8 36,5% -2,9 -5,4% -COO™; HK
1647,8 3,4% 1643,8 2,4% -4,0 -1,0% N-H védzba; R6G

C=0 v aromatickych

0 0 -3.39
1669,5 13,8% 1682,7 10,5% 13,2 3,3% keténoch; HK
1716,7 57% 1728,8 2,0% 12,1 -3,7% C=0 esterovej vizby; R6G

Priloha 10 Porovnanie polohy a intenzity jednotlivych absorpcnych pasov v cistych mHK a R6G a
po ich interakcii, vyznamné zmeny su zvyraznené tucne

Povod Po interakcii Zmena
Poloha Rel.plocha | Poloha  Rel.plocha | Poloha Rel.plocha | Typ vizby; prispevok latky
(cm™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%)
1184,8 2,7% 1185,6 2,0% 0,8 -0,7% C-O esterovej vazby; R6G
12516  10,2% 12393 2,7% -12,3 -7,5% kgr'g) Z;‘lzf‘f‘yzzﬁﬁujﬁ%
1261,7 9,6% 1270,5 2,1% 8,8 -7,5% C-OH fenolické; mHK
1299,6 13,6% 1308,9 5,6% 9,3 -8,0% C-N vizba; R6G
1382,7 4,3% 1369,0 5,5% -13,7 1,1% -COO™ ; mHK
14142 8,9% 14148 15,6% 0,6 6,7% -COO™ ; mHK
14457 56% | 14458  52% 0,1 0,4% aroila(t:ic:\lzclé)liicliii(lflls;rg o
1567,2 31,6% 1571,5 31,4% 4,2 -0,2% -COO™ ; mHK
1647,8 3,4% 1644,7 3,2% 3,1 -0,2% N-H viizba; R6G
16811  58% | 16805 8,9% 07 3,1% =0 v aromatickych
ketonoch; mHK
1716,7 5,7% 1726,3 3,8% 9,6 -1,9% C=0 esterovej vizby; R6G
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Priloha 11 Porovnanie polohy a intenzity jednotlivych absorpcnych pasov v cistych HK a Septonexu

a po ich interakcii, vyznamné zmeny su zvyraznené tucne

Pévod Po interakcii Zmena

Poloha Rel. plocha | Poloha Rel.plocha | Poloha Rel. plocha | Typ vézby; prispevok latky
(cm™ (%) (cm™) (%) (cm™) (%)
11396  2,7% 1134,8 2,4% -4,8 -0,4% C-C viizba: Sept.
1190,2 8,1% 11939 3,5% 3,7 -4,6% C-O esterovej vizby; Sept.
12445 6,0% 12425 13% 20 -4T% ir%esctegﬁ?eﬁz{esﬁ:(
13444 0,7% 1340,4 2,3% -4,0 1,6% 'Coiflélfgﬁé glcﬂi" alif.
13714 3,3% 1375,0 7,8% 3,7 4,5% C-CH3 vizby; Sept.
1414.6 14,1% 1413,5 11,9% -1,0 -2,2% -COO; HK
1445,9 6,9% 1444 4 5,2% -1,5 -1,7%
1468,2 5,8% 1467,6 1,2% 0,6 -4,6% C-H viizby; Sept.
1493,3 4,1% 1488,0 4,3% -5,2 0,2%

- 1521,0 3,8% novy pas aromatické C=C
1572,7 41,8% 1566,9 21,7% -5,8 -20,2% -COO; HK

- 1602,0 8,5% novy pas arom. C=C, C=0 ketonov

- 1641,2 3,5% novy pas C=0 amidov, chinénov
16695  13.8% | 16810  6,3% 115 756 | COVaromatcdehketonoch;
1736,8 12,9% 1738,3 3,3% 15 -9,7% C=0 esterov; Sept.

Priloha 12 Porovnanie polohy a intenzity jednotlivych absorpcnych pasov v cistych mHK a
Septonexu a po ich interakcii, vyznamné zmeny su zvyraznené tucne

Povod Po interakecii Zmena
Poloha Rel. plocha | Poloha  Rel. plocha | Poloha Rel. plocha | Typ vézby; prispevok latky
(cm™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%)
1139,6 2,7% 11435 3,8% 3,9 1,1% C-C vizba; Sept.
1190,2 8,1% 1196,0 3,1% 5,8 -5,0% C-O esterovej vizby; Sept.
12445 6,0% 1243,6 5,2% -0,9 -0,8% C-O esterovej vazby; Sept.
13424 1,7% 13411 2,7% 1,3 1,0% -COO’, prip. C-CHa v alif.
skupindch; mHK
1371,4 3,3% 1369,3 3,8% -2,1 0,5% C-CH3 vézby; Sept.
1414,2 8,9% 14119 6,0% -2,3 -2,9% -COO~; mHK
14459 6,9% 1437,1 8,3% -8,8 1,4%
1468,2 5,8% 1465,8 4,4% -2,4 -1,4% C-H vizby; Sept.
1493,3 4.1% 1489,2 3,8% 4.1 -0,3%
- 1517,0 2,0% novy pas aromatické C=C
1567,2 31,6% 1568,9 24,8% 1,6 -6,8% -COO™; mHK
16811 58% 1682,3 6.7% 1.2 0,9% =0 v aromatickjch
ketonoch; mHK
C=0 v karbonyloch,
1708,2 2,8% 1712,3 4.5% 4,1 1,7% aldehydoch a alif. Ketonoch;
mHK
1736,8 12,9% 1738,3 2,8% 15 -10,1% C=0 esterov; Sept.
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