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ABSTRAKT

Naplni této diplomové prace je studium interakci zmdéuminovymi Kkyselinami
a modelovymi iontovymi polutanty (organick& baryivanty €Zkych kovi) prostednictvim
jednoduchych difaznich experimént difazni cele. Hlavnim cilem bylo zhodnotit vliv
naboje difaznich sond (rozpégfch latek) na interakci s huminovymi kyselinami
imobilizovanymi v modelové hydrogelové fazi. Jakdvodné modelové polutanty byly
zvoleny néd’naté ionty jako zastupcézkych kovi a organické barviva (methylenova niod
rhodamin, fluorescein a chicago blue). Ziskanérmfce poslouzi k prohloubeni znalosti
tykajicich se firozenych bariérovych vlastnosti huminovych kyselinlaji se taktéz vyuZzit
pro zavedeni jednoduchych laboratornich difuznielchnik pro zkoumani reaktivity
biopolymeii obecr.

ABSTRACT

The content of this diploma thesis is study of iatd#ions between humic acids and model
probes (such as organic dyes and ions of heavylshétathe simple diffusion experiments
in diffusion cell. The main aim was to desctibe thiguence of charge of different diffusion
sonds (solved substances) on interactions with tiaeids imobilized in model gel phase. As
a appropriete model probe was chosen copper i@a (apresentation of heavy metals) and
organic dyes (methylene blue, rhodamine, fluoresaad chicago blue). Experimental results
could be used to improve knowledge based on nabarér properties of humic acids and to
inovate simple diffusion laboratory techniques foharacterization of reaktivity of
biopolymers in general.

KLi COVA SLOVA:

difuze; difazni koeficient; huminové kyseliny; agaa; studium interakci; hydrogely
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1 UVOD

Transportni systémy a jevy jsou nedilnou ¢sti kazdodenniho Zivota. Vyskytuji se a
probihaji vSude kolem nés a jsou i naSi¢asti, bez nich by neexistoval Zivot, jak jej zname.
Jedna se néjklad o transport Zivin a vody \age, proudni vody v oceanech, tvorba ropy a
podobr. | samotné existence zZivych organizje zaloZena na vyén¢ latek, interakcich a
v neposlenfact na difazi.

Motivaci k vypracovani této diplomové prace bylo jasieni vlivu pridavku
biopolymernich latek na difazni procesy probihajicihydrogelovych transportnich
systémech.

Prace je zagfena na vyvoj a testovani nové metodiky studia akeir mezi reaktivnim
biopolymerem (v naSem fipact mezi huminovymi kyselinami) a nizkomolekularni
rozpuSénou latkou, a to z hlediska hodnoceni bariérovychopnosti biopolymeru —
konrkétre byl studovan vliv zmiénych interakci na rychlost transportu iontovychusol
v prostedi s obsahem huminovych latek. Jako hlavni hodingterametry interakce
iontovych difuznich sond a huminovych kyselin bgtanoveny efektivni hodnoty difuznich
koeficienti a také ¢as pfichodu difundujici latky skrz bariérovourgpazku ve form
hydrogelu. DalSimi efekty, jejichz vliv byl studavabyl vliv charakteru solutu (byly
studovany soluty izného néaboje, tzné velikosti molekul) a v neposleditads také
koncentrace difundujici latky v matrici hydrogelMietodika je testovana na skupidifuznich
sond, reprezentujicich modelové polutanty, jejitt@hsport v ekosystému (nap pade), je
vyrazre ovlivnén praw pritomnosti huminovych latek. Jako modelové difuzondy byla
proto vybrana kationaktivni organicka barviva (ny¢hova mod, rhodamin 6G) a to z toho
duvodu, Ze pro tyto latky jsouwcekavany pitazlivé elektrostatické interakce s anionaktivnimi
huminovymi kyselinami. TaktéZ byly zkoumany intecakpro anionaktivni organicka barviva
fluorescein a chicago blue, kde se naopak d&dgokladat odpudivé interakce mezi timto
barvivem a huminovymi kyselinami. Pro posouzenwuwlivelikosti difundujici latky byl
zahrnut také chlorid sa’naty, ktery zarovie predstavuje modelovyiky kov, jehoz transport
v Zivotnim prostedi je pélivé kontrolovan .

Jak jiz bylo zmigno, bariérové schopnosti huminovych latékivuvedenym soluitm jsou
charakterizovany na zakladirceni vybranych difaznich paramétrPro tyto experimenty
byla pouzita difuzni cela s gelovourepazkou. Jelikoz byly zkoumany elektrostatické
interakce mezi negati¥nnabitou huminovou kyselinou a barevnymi ionty kovespektive
barviv, byla jako analytickd metoda pro stanovenmdSjgho mnozstvi vyuzita UV-VIS
spektrofotometrie. Pro stanoveni difuzniho koefitieve vod byla pouzita membrana Spi-
pore s pesré definovanou velikosti par(2um). Déle byly stanoveny difuzni koeficienty pro
experimenty s pouzitiistého agarozového gelu a s pouzitim agarozovélosgeuminovou
kyselinou. OdliSnosti v difaznich parametrech, estamych pro gely bezrijaavku resp.
s pridavkem huminovych kyselin, jsouiguzovany pra¥ vlivu specifickych interakci mezi
solutem a fidavkem huminovych latek v hydrogelovém difuznimdimé



2 CIL PRACE

Cilem této prace je objasm efektu probihajicich interakci s huminovymi Kysami na
transport iontovych slaenin, pomoci difaznich procés sledované v difazni cele.
Sledovanim a vyhodnocenim probihajicich difuznigipeementi a pouzitim vhodnych
analytickych metod tedy bylo mozné popsat charaktértenzitu &chto interakci.

V piipact téchto experimerit byly pouzity huminoveé kyseliny izolované z jihorasského
lignitu standardni metodou podle IHSS. Jako difizandy (difundujici nizkomolekularni
latky) byly zvoleny chlorid rad’naty, methylenova madrhodamin, fluorescein, chicago blue
a pro objektivni posouzeni vlivu specifickych irtleci mezi difundujici latkou a diftznim
médiem byly stanoveny vybrané transportni paramétlifizni koeficient,cas gestupu,
nasorbované mnoZzstvi).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Difuze a difuzni koeficient

Difazi si lze pedstavit jako proces vyrovnavani koncentraci vipeds, kde je
koncentréni gradient. Jednd se tedy o samovolny pohyb mblpkostorem v navenek
nehybném progedi. Podstatou tohoto transportu je tepelny (Bnowniv) pohyb [33].
Obecr Ize tedytici, Ze tepelny pohyb molekul je zcela nahodilySew z makroskopického
hlediska je mozné pozorovat pohyb molekul do pents nizSi koncentraci z oblasti o vyssi
koncentraci [34].

Hnaci silou difaznich procésje rozdil koncentraci transportovaného médigaznych
bodech soustavy. Z termodynamického hlediska vyplye pi konstantnim tlaku a tepkdfe
zmeéna Gibbsovy energie rovna maximalni praci (jina oefemova) [34], kterou vykona
jeden mol latky g transportu z mista s chemickym potencialerdo mista s chemickym
potencidlemu+d .

Rychlost difiznich proces je Unmérna velikosti¢astic a nefimo umérna odporu prosedi
(viskozita), ve kterém difuze probiha. Difuze j&t& zavisla na tepldta tlaku a jeji pibeh
lze popsat pomoci Fickovych zakon

3.1.1 Fickovy zakony

Difaze, jak jiz bylo znigno vysSe, je projevem Brownova pohybu. Hnaci sileuqgzdil
chemickych potencialdifundujici latky (resp. i zjednoduseném pohledu rozdil koncentraci,
tj. koncentréni gradient) viiznych ¢astech soustavy. Stéjriak transport tepla kondukci
funguje na stejném principu jako difuze. Souvislemito dwma &ji poprvé objevil
némecky fyzik Adolf Eugene Fick, ktery poprvé materolag popsal proces difuze.

Smer difuze jde vzdy proti siru gradientu — z pro&tdi o vysSi koncentraci do prisdi

0 niz8i koncentraci se snahou vyrovnat koncentvaomelém objemu. Zakladni vztah pro
rychlost gestupu hmoty ve sénu difize popisuje I. Fiaks zakon [1]:

dn_ —SDOI—C : (D)

dt dx
kde Sje plocha kolma na stn difuze, D je difuzni koeficientrnékdy také ozné&ovan jako
difuzivita (m? s%), dn/dt je latkové mnozstvi difundujici latkydase a d/dx je koncentrani
gradient ve srru osyx. Difuzni koeficient jako takovy jetdezity parametr pro porovnavani
difuznich proces.

Difuze je v podstdt zrcadlovy @& — dochdazi-li k transportu slozky jednim &em
(z koncentrovagjSiho prostedi do meéa koncentrovaného), musi zakanitdochazet
k transportu jiné slozky opaym snérem. Z gedpokladu, Ze v soustawbudou obsazeny
pouze 2 slozky (diizni médium a rozpouitlo), je mozZné tyto procesy popsat jednou
rovnici. Pokud tedy existuje difuzni tok slozkyzpisobeny jejim koncentéaim gradientem,
musi existovat i stefn velky difazni tok slozky 2, zfisobeny opénym koncentrénim
gradientem slozky 2 oprosti slozce 1 [35].

K lepSimu porozurni difaiznich proces ovSem |. Fickiv zdkon neni dostaijici, jelikoz
popisuje zminu koncentrace pouze vV jednom &m (stacionarni difuze). K popisu
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nestacionarni diize slouzi 1l. Fickv zakon, ktery uz zohlédje zménu koncentrace
v zavislosti nacase [36]. Pokud plati nezavislost difuzniho koefitu na koncentraci, ma
Il. Fickav zakon pro nestacionarni difuzi tvar:

0 : .

% =div(D, [grad c,) = D, div grad c,. (2)

Pokud difize probiha jen v jednom smu (nagiklad ve sniru osyx), da se vySe uvedena
rovnice pro Il. Fickv zakon zjednodusit do podoby:

2
9 _ D ga;il (3)
ot oX
kde je mozné najit analogii s rovnici pro vedeplagjak je uvedeno v referenci [37]. Proto je
mozné pozorovat analogifigstudovani difaznich procés problematikou vedeni tepla.
V roce 1908 odvodi Einstein vztah mezi difaznim fidentem, koeficientemiéni a
absolutni teplotou, zvany pogdjako Einsteinova rovnice:

kT
D_E’ (4)

kde k je Boltzmanova konstanta B je termodynamicka teplota. Pro sféricky symetricko
¢astici o polomdru r pak pro koeficientieniB plati Stokesova rovnice:

B =6mr, ©))

kde n predstavuje viskozitu pra®di. Ze Stokesovy rovnice je patrné, Ze proti dhi#lz
pohybujici se&astici pisobi odpor progedi [1].

3.1.2 Difuzni modely

Ackoli by se mohlo zdat, ze difuzni procesy nejsdilidp slozité, skutenost je zcela
opana. Ztohoto @ivodu byl vytvden souhrn jednotlivych analytickyaleSeni Fickovych
rovnic pro rozléné paateini a okrajové podminky, které jsou vyuzivany preipatiznych
difaznich proces Na tomto souhrnu se ztr& podilel nap. John Crank, ktery ve svych
publikacich rozebird tuto problematiku [38].

Jako dva nejjednodussi modely pro popis difuznictes: se pouzivAd modelifize skrz
tenky filma modelolné difize.

Difaze skrz tenky film

Tento model se vyziaje tim, Ze pedpoklada jednosémou diflizi ve smru osy X mezi
dvéma dolle michanymi roztoky o koncentracich a ¢, skrze nekonm¢ tenkou bariéru.
DalSim z parameir ktery je nutno dodrzet, je dostate dlouha doba difuze k tomu, aby se
tok latky ustalil. Pedpoklada se tedy, Ze difundujici latka se neserbejstruktie bariéry a
tok latky tedy neni omezeny — jedné se o twtalenowdifuzi. Il. Fickiv zakon je poté mozné
nasleds prepsat do nasledujici podoby:

o:DGaz—il, (6)
0X

piicemz difuzni koeficienD je konstantni [38]. Uvedeny vztah se po zavedé&rdjovych
podminekc; = ¢jp prox = 0 ac; = ¢y prox = 1 pejde na modifikovany tvar Il. Fickova
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zakona ve tvaru:
— X
Cl ClO _ l . (7)

Z uvedené rovnice je patrné, Ze konceftrgrofil uvnitt filmu je linerni a zavisi pouze
na okrajovych koncentracich, okrajovych podminkadtous'ce filmul. Jelikoz difuzni tok
neni zavisly n&ase, tak celkové mnozstvi latky, které projde skenky film, roste $asem
linearre [52]. Rovnici lze taktéZ upravit do tvaru pro difii tok tenkou difuzni bariérou.
Rovnice bude mit poté tvar:

0
‘J1:_D16_():<1(C10_C1|)- (8)

Volna difize

Tento proces si Izefpdstavit jako difuzni transportfimémz ¢astice z rozhrani difunduji
do prostoru, ktery Ize diky své délce povaZzovataeone&ny (ve sledovanérase difundujici
castice nedosahnou druhého okraje difuzniho média).

Difazni médium na p&atku obsahuje konstantni koncentraci modelové |&kynahlém
zvySeni jeji koncentrace na rozhrani se vitvokalni koncentréni gradient a latka Zae
difundovat hloubji do média. Tato zgna koncentrace na rozhrani tedy i&pi vznik
¢asow poronmenného koncenttmiho profilu dané latky. Cely problém sfieé ve stanoveni
zmeény koncentraniho profilu difundujici latky v zavislosti na Zme jeji koncentrace na
rozhrani aase [52]. Rovnici Ize odvodit z diferencialni rosai(3) po dosazenitiglusnych
okrajovych podminek. Po dalSich upravach Fickowgékori |ze ziskat nasledujici rovnici:

C—Cp _ X
—4 10 —erf . 9
C. —Cp \ 4Dt ®)

Z rovnice (9) vyplyva, Ze difazni tok charakterimijvolnou difazi je funkci jak polohy,
tak ¢asu. DalSimi upravamirpdchoziho vztahu dostaneme rovnici:

_ |ADt, B
m = — (co—cu). (10)

Z této rovnice pak vyplyva, Ze celkové mnoZstvkydprenesené igs rozhrani je funkci
odmocniny zZasu.Cas, ktery dané misto grebuje k dosazeni &ité koncentrace, je wmy
jeho vzdalenosti od rozhrani gepracené hodnéteho difizniho koeficientu.

3.2 Metody pro stanoveni difuzniho koeficientu

Metody pro néfeni difdzniho koeficientu se daji ragil do dvou hlavnich skupin. Jedna
se 0 metodu volné difaze a metodyi pichZz se nidti rychlost pfichodu difundujici latky
porézni membranou. Ne&@i metody, vhodné hla¥npro ¢astice jakékoli velikosti a tvaru,
jsou zaloZeny na #tieni kvazielastického rozptylu &ia [2].

3.2.1 Metody volné difuze

Roztok difundujici latky se uvede do styku s roZilem tak, aby mezi nimi vzniklo
dolie definované ostré koncentra rozhrani. Soustava je pak paiitou dobu udrZzovana
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pii konstantni tepl@ chrarkna ped ofesy a za takovych podminek, kdy je vylena
konvekce. Bvodré ostré koncentkmi rozhrani se vigsledku difuze rozplyva a vhodnou
analytickou metodou (sledovanim charakteristickymhén barvy, absorpce s&ttla nebo
indexu lomu apod.) se zji§je rozaleni koncentraci s mistem¢asem. Difuzni koeficient se
vyhodnocuje z integrovaného tvaru Il. Fickova z&kdnovnice 2). Metoda neni vhodna
pro koloidni systémy, protoze difuze zde probiHagamalu, Ze doba pokusu by byla velmi
dlouha [2]. Schématické znazeéni volné diflze je uvedeno na obrazku 1.

pa s

=10

{a) ! "

-

(0 i}

;E—_—

(b)

e

- deidy - do/dy - doidy - dc/dy

Obr. 1 Volné difuzg2]

3.2.2 Méreni rychlosti prichodu porézni prepazkou

Mérnd cela je porézni igpazkou rozélena na dv c¢asti, ktera se napini naieo
koncentrovagSim, dole fedn¢jSim roztokem (poip rozpoustdlem). Oba roztoky jsou
béhem pokusu promichavany z tohivddu, aby nevznikaly lokalni koncentrd gradienty.
Z koncentracicy, ¢, zjistovanych v #@znych ¢asovych intervalech,, 7, je mozno stanovit
prodifundované mnozstvim a podle |. Fickova zakona vygitat difuzni koeficient. Tento
zpasob neieni je vhodwjSi pro sledovani difuze nizkomolekularnich latedZ pro koloidni
systémy [2]. Tento typ #feni je taktéZz mozné realizovat v horizontalnim w@&gani (toto
uspdadani bylo pouZzito pro experimenty souvisejici wwdodiplomovou praci), kdy je
membranagi gelova gepazka umisgha svisle. Vyhoda takto uloZené cely je v tom, e p
piipadném vzniku bublin nedochazi k jejich hrogr@dpod membranou,fipadré gelovou
piepazkou. Snazsi je i @ni cely roztoky, které jsou nalévany saaré do obou komor.
DalSi z vyhod horizontalniho usigmani je moznost odebirani vzorkbéhem experimentu,
jelikoz jsou ok komory shora fistupné. Taktéz je moznééieni automatizovat pomoci
vhodnych sond portenych do jedné z komor diéni cely (zpravidla fijimaci).
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Obr. 2 Difuze poréznifepazkoyz2]

3.2.3 Stanoveni difuzniho koeficientu zaloZzené na #éifeni kvazielastického
rozptylu svétla

Dopadajici a rozptylené &b nema stejnou frekvenci, jako je tomu u elagiiuk rozptylu
swtla. Rozptylené sstlo obsahuje spojité spektrum slozek, které se sxiaavou délkou
porekud liSi od primarniho paprsku. \asledku nahodilého tepelného pohybu rozptyluji
¢astice, swtlo se zvySenym nebo snizenym knitem, podle toho, pohybuji-li se k nebo
od detektoru z&ni. Spektrum rozptyleného &la je pak symetricky rozloZzeno kolem
kmito&tu primarniho paprsku. && piku v polovig jeho vysky je fimo amérna difdznimu
koeficientu. Jako zdroje se pouziva laserovéhogbapo gesre definované frekvenci [2]. Je
vyuzivanéerveny laser o vinové délce 633 nm, timto lasererostlen vzorek.Castice,
které se pohybuji na zakka@rownova pohybu, jsou zdrojem rozptylenéhétlsv Principem
metody kvazielastického rozptylu &hla je sledovanicasového vyvoje fluktuaci intenzity
rozptyleného sitla témito ¢asticemi [2].

lr'-I'II
!
t

Im

2

@y @, —» (1)

Obr. 3 Intenzita rozptyleného &a | v zavislosti na jeho frekvenoi
Im intenzita rozptyleného &la v maximum, — frekvence primarniho paprsku,
w12 — frekvence odpovidajici polo¥imaximalni intenzity2]

3.2.4 Difaze v difuzni cele

Difuzni cela je drobné laboratorni vybaveni, ktprémarreé slouzi ke studiu penetrace
léCiva ¢i aktivni latky skrz lidskou pokoZzku [58]. V naSeptipadt byla difazni cela
optimalizovana pro #feni difuznich procés skrz hydrogelové fiepazky o definované
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tlou&’ce a tvaru. Sklada se z dvou éliteéInych komor, mezi & lze vlozit porézni fepazku

v podolg membran nebo tuhycti polotuhych (nap hydrogelovych) vzonk uchycenych
ve vhodné form. Do kazdé z komor odtenych porézni fepazkou je nalit tzre
koncentrovany roztok difuzni sondy (latky, jejiZidie je v experimentu sledovana) a vlivem
gradientu koncentrace zafpe samotnd difaze, kterd s rychlosti charaktekistic
pro studovany material vede k vyrovnavani koncentsandy v obou komorach difazni cely
[5]. Na nésledujicim obrazku je uvedeno jednodushBéma horizontalni difuzni cely,
rozmery odpovidaji rozrérim nami pouzivané cely.

‘J nalévaci hrdlo | nalévaci hrdlo

{ \y Mmisto pro sondu
‘ | forma s gelem

)

)

N

zdrojova cela piijimaci cela

60 cm® 60 cm®

magnetické michatko . plast pro temperaci
drzak

Obr. 4 .Schéma horizontalni dini cely

Pro stanoveni mnozstvi proslé difundujici latky mmuzivdtada analytickych metod,
v zavislosti na charakteru této latky. Pro stanékemcentrace iontovych sldenin (zejména
anorganickych slatenin ®€zkych kowi) je vhodné a jednoduché pouziti UV-VIS
spektrofotometrickych metod. Totéz plati pro org&aiiontové sloéeniny, nap. barviva.

Difuzni koeficient pro experimenty v difizni cele gla stanovit pomoci nasledujiciho
vztahu [43]:

D = 1 Inl: (C.I.,zdrojové - Cl,PfijfmaCi)o:| ' (11)

- ﬁ Eﬂ (Cl,zdrojové - Cl,pfijl’maci)t

kde symbolS vyjadtuje konstantu aparatury (v &na lze stanovit pomoci nasledujiciho

vztahu [43]:
ﬂ:AlDtln( 1 + 1 J (12)

V V

zdrojova prijimaci

kdeA je plocha, pes kterou latka difunduje; reprezentuje rozdbvaci koeficient na rozhrani,
| je efektivni tlougka membrany & je celkovy objem cely.
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Z hlediskacasové narénosti experimerit (difize es gelové fepazky mohou probihat
i nékolik dni) je vhodné, pokud se alesgiptast néieni da automatizovat. ¥d¢hto gipadech
se dé& vyuzit vhodnych UV-VIS sond spojenych &itadem, kde je mozné nastavit vhodny
interval mezi nstenimi.

3.3 Huminové latky

3.3.1 Obecna charakteristika a struktura huminovych latek

Huminové latky (HL) tvei zaklad organické hmotyady [3]. Jedna se ofpodni latky
(smes organické hmoty) obsazené &dp a kaustobiolitech (raSeinhnidém uhli a lignitu).
Jako dlezitd slozka fdy vznikaji biochemickymi femenami (tlenim) organickych
(prevazig rostlinnych) zbytk a jsou so&asti girodniho humusu. Jedna se oésniumiri,
huminovych kyselin a fulvinovych kyselin [8]. Mnd¥s uhliku, ktery se vaze na huminové
kyseliny pidy, raSeliny a uhli, téai ctyiikrat prevySuje mnozstvi uhliku vazaného
v organické sloZce vSech rostlin a Ziahd na celém sité [4]. MnoZstvi HL v girodnich
matricich se pohybuji od stopovych mnozstvi (jipysky), ges jednotky (Bzné zeminy),
az po desitky procent (Bt uhli, lignit) [7]. Posledni zmované matrice tak jevi jako
vhodné zdroje pro ziskavani huminovych latek. Huowénlatkyjsou latky o velkém rozsahu
molekulovych hmotnosti, jejichz centrem je jadroraatického charakteru, obsahujici téz
kyslikaté a dusikaté heterocykly. Na toto jadro azani rettzce alifatického charakteru
s bohatym obsahemiznych funkinich skupin. Jde o karboxylové a hydroxylové skupin
ovSem celkova struktura HL se jgsiepodéla zcela identifikovat [3].

Huminové latky se daji rozit do tfi skupin vzhledem kjejich acidobazickym
vlastnostem:
« fulvinové kyselinyFK), které jsou rozpustné v kyselinach i zdsadach

* huminové kyselinfHK), které jsou nerozpustné v neutralnim a kyselgrostedi,
naslednym okyselenim humatu (roztok HK v hydroxithe) HK precipitovat z roztoku
a tim padem je ziskat ve foérhydrogelu [18]

* huminy(HU), které nejsou rozpustné jak v kyselinach waédsadach.

Jednotlivé frakce je od sebe mozné na prvni potdedznat jejich zbarvenim (FK jsou
zbarveny do Zluta, HK jsou Sedé aZzdé a HU jsouzpravidlaerné). | ges znénu barvy je
chemické slozeni HL podobné, nicnégerjich fyzikalni a chemické vlastnosti se Znalisi,
jak je uvedeno na obrazku 5 [8].
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Huminové¢ latky

fulvinové kyseliny | huminové kyseliny huminy

2 000 narust molekulové hmotnosti 30000
45 % narust obsahu uhliku 62 %
48 % pokles obsahu kysliku 30 9%
> pokles kyselosti >
» pokles stupné rozpustnosti #

Obr. 5 Zakladni vlastnosti huminovych latg9]

Co se tge dalSiho rozéleni, je mozné HL dit dle jejich molekulové hmotnosti. FK

e

~ v

molekulovou hmotnost z dané skupiny latek. Tatotekwost je zfisobena nizSim gtem
kondenzovanych aromatickych cykla charakteristickych furkich skupin (pedevsim
karboxylové a fenolické) v jejich strukel Ztohoto dvodu jsou huminové kyseliny
nerozpustné v kyselych roztocich na rozdil od Ri€rékmaji ¥tSi obsah kyselych futkich
skupin (COOH, OH), a proto je mozné rozpustit wi&dm rozsahu ip. FK je tedy mozné
fadit mezi nizkomolekularni latky, zatimco HK a HW sproti FK jevi jako latky
vysokomolekularni. Z obrazku 5 déle vyplyva, Zengttivé frakce HL se liSi taktéz, co se
tyce zastoupeni uhliku a kysliku v jejich strultuJe #ejmé, Ze obsah uhliku bude vysSi
u frakci s ¥tSi molekulovou hmotnosti (roste od FK k HUfe&® naopak je tomu vifpact
kysliku, kde jeho obsah klesa od FK po HU. Tatotalost je zfisobena vysSim gem
karboxylovych skupin ve strukitel FK, které taktéz Zigobuji vyssi kyselost této frakce oproti
ostatnim.

Co se ty¢e rozpustnosti, jsou FK a HK rozpustné v alkalickgrostedi. Nerozpustnost
HK v kyselém prosedi je zfisobena faktem, Zefipnizkém i je wtSina karboxylovych a
fenolickych skupin naprotonizovana — jsou tedy #liseciované podab Fi zvySovani i
dojde nejprve kdisociaci karboxylovych skupin asledré fenolickych, coz vede
ke zvySovani rozpustnosti v daném roztoku [9].

3.3.2 Tvorba a vyuziti huminovych latek

Ackoli se studiu huminovych latekénuje stale vice adeckych tynf, jejich presna
struktura zatim neni zcela objéea. Zmigné je dano tim, Ze se nejedna pouze o jednu
konkrétni latku, ale o sés vice latek, které je mozné charakterizovat ndagékjejich
rozpustnosti viizném rozmezild. Z tohoto divodu bylo nutné vytviat jakousi standardizaci
v procesu ziskavani HL dle norem IHSS [18]. Podojentomu i v ipadt popisu vzniku
huminovych latek v firodk. Je Zejme, Ze se jedna o slozity proces a existdjelik teorii
tohoto vzniku, jedn& se o takzvany proces humikactliteratue jsou nejastji uvadny tii
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z&kladni mechanismy humifikace. Jedna z nejstatgiati vzniku HL tvrdi, Ze HL vznikaji

z lignifikovanych pletiv rostlinnych zbytkdegradanim zpisobem (tzvlignitova teorie[9]).
Tato teorie byla zuejreéna v roce 1932 Waksmanem. DalSi z teorii o vznilkkujéliteorie
polyfenolovd9], ktera je dnes ve&deckych kruzich neéasgji sklonovana. Za zminku stoji
takéteorie kondenzace sachatid aminy kde vznikaji nejprve nizkomolekularni organické
latky, z kterych jsou naslednou oxidaci, kondenagmblymeraci tvieny samotné HL [9].

Jak jiz bylo zmigno, popis konkrétnich proaesieni zcela jednoztiay a Ize tedykici,
Ze kazda z teorii alespa ¢asti odpovida skud@osti, proto se teorigasto kombinuiji.

zbvtky rostlin _ modifikovany
lignin

r

transformace mikroorganismy

v l l l
cukry polytenoly aminoslouc¢eniny ligninoveé
dekompozicni
‘ ‘ produkty
Ye Yy
kondenzace ¢ R -
1k . . agmnova
o ""_ " chinony poly- chinony teorie
s aminy fenolovi o
feorie

P huminové laitky

Obr. 6 Teorie vzniku huminovych latgk2]

Huminové kyseliny spote¢ s FU a HU jako takové jsou lidstvem vyuzivany uz
od pradavna, &oli diive lidé o jejich existenci nett tuSeni. | tak zerdelci védéli,
jak dalezity je podil humusu na urodnostdpbohaty pra¥ na huminové latky. DalSi masovou
aplikaci, kde je moznéa se s HL setkat jénpysl energeticky, kde se v tepelnych elektrarnach
vyuZziva spalovani uhli. Lzéci, Ze¢im je uhli starSi, tim menSi podil HL je ¥mn zastoupen
a zarové poskytuje ¥tSi vyhrevnost. Z tohoto wvodu se HL extrahuji z Rdého uhli,
piipadre z lignitu, kde podil HL je jestvySSi. Ekologické naroky jsou rok od roktigoejsi a
tak neni divu, Ze se od spalovani fosilnich palpousti a hodnotné suroviny pak nalézaji
uplatreni i v jinych odwtvich a aplikacich. HL se tedy daji uplatniegevsim v zeguélstvi
a pimyslu, ale i nafiklad v ochras Zivotniho prodiedi a farmacii. Dobré rewiev, zabyvajici

se konkrétnimi aplikacemi HK, obsahuiji referend@|[f1].

V zemed@Istvi je vyuzivano fedevsim pozitivniho vlivu HL na strukturuigly, obsah
Zivin a v neposledmniact na zadrZovani vody a vazasikych kovi. Konkrétré HK vytvéreji
v padé pory, napomahaji ip transportu zivin a taktéz stimulujiist mikroflory. To je
koneckoné davod, pr@& se gidavaji dorady pouzivanych hnojiv. Ve spojeni s raSelinou,
vapenatymi solemi HK a FK lze dosahnout velice fnazich vysledk pii rastu rostlin,
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kde se tato sis aplikuje pimo na listy. DalSim fikladem niize byt i kombinace humatu
amonneého se syntetickymi polymery, kde byl dok&a&téz @iznivy vliv na rast rostlin [12].
DalSi aplikaci, ktera je ve spojeni se zdastvim, je Ziv@iSné vyroba, kde bylo prokazano
zvySeni ¢élesné vahy dobytkarppouziti krmiv s HK [13].

V pramyslu se HK vyuZivaji ndgklad ve stavebnictvi, kde se pouzivaji jako hydboii
plniva do cemertiit kde je pomoci HK moZniédit proces vytvrzovani &dit taktéZz smévost
tvoricich se povrcn Obdobnym zfisobem se vyuziva vlivu HK i v keramickémapryslu.
Jako dalSi piklad Ize uvést vyuziti HK ve vyrabbrusnych kapalin (jak na vodni, tak olejové
bazi), kde ovliviuji viskozitu a slouZzi i jako emulgator. V neposiethc jsou HK vyuzivany
v kozedlném a papirenskémimyslu, gedevsim pro svoje tmavé zabarveni.

V oblasti ochrany Zivotniho prasdi jsou HK vyuzivany zejména pro jejich schopnost
vazat €zké kovy, toxické latky jako ndiklad pesticidy, polycyklické slaeniny, kyanidy,
barviva, detergenty a dalSi. Tatdteni je mozné provad jak v pide, tak i v gipads ¢isteéni
vod. Odstréovanim fenal z vody pomoci HK se &nuje prace [14]. Za zminku takeé stoji
testovani humatu vapenatého jako iogteyménného materialu, ktery je schopny sorbovat
radioaktivni latky z produkt elektrarenského pmyslu a taktéz je schopny vazat chemickeé
bojové latky i likvidaci chemického arzenalu [15].

Pro farmaceutické a kosmetické vyuziti jsou HK pgeéiy zejména pro svoje antivirove,
protizarétlivé a chelatéani inky. Tohoto efektu je vyuzZivano nidklad pi bahennich
lazeaskych procedurach. HK jsou pouzivany i pro vyrolirgvinovych dopikt, kde je
ovSem problém (stefnjako ve farmaceutickém fomyslu) s odstramim nemivabného
zabarveni, aniz by doslo k odstéan jejich &inku. V posledni dobje k HK nahlizeno také
z davodu jejich mozného vyuziti pro vyrobuglé. Uginky HK jsou podobné jako vifpadt
heparinu a estrogenu, dokonce byla v laboratorpéciminkach sledovana&ianost i léceni
rakoviny ctlohy laboratornich zvat. Byly ovSem pozorovany negativndiniky, predevsim
jde o fakt, ze HK mohou Zigobovat mutagenezi DNA [7]. Dobry souhrn biomedikirth
aplikaci a vyet zdravotnich rizik spojenych s HK popisuje refee[11].

3.3.3 Huminoveé kyseliny

Jak jiz bylo uvedenoitve, huminové kyseliny jsourfpodni latky vyskytujici seievazre
v padé. HK jako jedna z frakci HL se od ostatnich frak&ii slozenim, potaZzmo rozpustnosti,
kdy se rozpousti v roztocich zdsaditého charalkdemerozpousti se v kyselinach. Z hlediska
prvkového slozZeni je v jejich strukeiobsazen uhlik, vodik, kyslik a dusik. Problenkatie
ovSem sestaveni konkrétnich strukturnich vzordK extrahované ziznych girodnich
matric se svoji strukturou liSi a daidei, Ze se v podstajedna o srés niznych struktur HK.
Z tohoto divodu se konkrétni vlastnosti jednotlivych HK{znych zdroj mohou zné&né
liSit, ackoli zakladni struktura je stejna. Jednim zésxin, jak se daji HK charakterizovat, je
zastoupeni funinich skupin v jejich strukbe, picemz celkova kyselost je nizsi,
nez v gipad FK.

3.3.4 Extrakce huminovych kyselin z p*irodnich matric

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, HK jsou sdsti pidy a pro jejich pouziti je tedy nezbytn
nutné je oddit od ostatnich slozek, ve kterych s#&rgzert vyskytuji. VeSkeré extraki
techniky by ovSem #ty sphovat rékolik nasledujicich kritérii — nesmi oviievat fyzikalni
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a chemické vlastnosti HK, vzniklé extrakty HK bynmgy obsahovat anorganick&imési,
vzorek by ndl obsahovat veSkeré frakce HKifomné ve vychozi matrici a zaravey ntla
byt extrakni metoda pouZzitelna préané vychozi matrice §zné zdroje) [16]. Pro nasledné
pouziti v fiznych od¥tvich je také kladentdtaz nacistotu a nefitomnost bakterii a toxin
(nag. pro pouziti ve farmacii a potravinovémiprysiu).

Samotné extrakce se daji reéliido nekolika skupin, toto rozéleni provedl Stevenson
roku 1982, kdy klasifikoval extrakce na alkalicketrakce (vytznost az 80 % organicke
hmoty pidy), neutrdini extrakce (v§Znost do 30 %) a kyselé extrakce @&tost zpravidla
duvodu jsou tedy fesré definovany dle IHSS [18].iPtéto metod se jako extradni ¢inidlo
pouziva sms hydroxidu sodného s pyrofosfatem sodnym. Pro muédodu byla zkoumana
i fada dalSich extr&kich c¢inidel, ovSem Zadné dal&finidlo neposkytovalo takovou
vytéznost. V pipact smesi s hydroxidem se da dosahnout az digdutove vyEznosti
z pavodni organické hmoty. Kyselina chlorovodikova jéskeds vyuzivana jako srézeci
¢inidlo. Za touto extrakci nasleduje purifikace aénoasleduje dialyzace (slouzi k ods#ran
dalSich nizkomolekularnich frakci, jako jsou iordaynizkomolekularni HK). Pro proces
dialyzace se pouziva specialnich membratesmp definovanou velikosti par(tzv. cut off.
Pfes membranu mohou prochézet nizkomolekularni laktimco vysokomolekularni latky
se usazuji na povrchu membrany. Zéni dialyza&ni postup se opakuje, dokud roztok HK
vykazuje pitomnost chloridovych ioiit Pritomnost chloridovych iofit se da dokazat
vznikem bilé srazeniny pofigani dusinanu stibrného (vznika chlorid &brny). Takto
piipravené HK jsou naslednyofilizovany. K dosazeni pozadovatistoty (obsah popela) a
vihkosti je mozné proces purifikace a lyofilizaceiné rkolikrat opakovat. Eesny postup je
mozZné najit na portalu ISSH [18].

3.3.5 Struktura huminovych kyselin

Jak jiz bylo v pedchozich odstavcich uvedeno, struktura HK doposedi zcela
objasréna. Vyzkum struktury je tedy v stasné dob predmétem zdjmu mnohad&deckych
skupin, fiicemz se jedna o patrmejslozitjSi oblast ve vyzkumu tykajici seigni chemie
[19]. | pfes zmiknou nargnost tohoto studia je nutné k dokonalému pochopgmhamu

téchto latek znat jejichiigsnou strukturu.

P

riznych teorii. Za zminku stoji (dnes jiz z histoébk pohledu) hypoteticky model struktury
HK, ktery predstavil Stevenson, ktery pohlizi na HK jako na moatolekularni sloteniny
[17]. DalSi obec# uznavany model (taktéz ¥idjSi doby) struktury je nagklad model dle
Kickutha, ktery vnima strukturu HK jako polymern20]. Nazné&eni struktury HK dle
Stevensonovy teorie je uvedeno na obrazku 7. StraktK dle Kickutha je uvedena na
obrazku 8.
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Obr. 7 Struktura huminovych kyselin podle Steveng@882)[17]

Obr. 8 Strukturni model HK dle Kickuth@d972) [40]

VySe dva uvedené modely struktury HK jsou jen jednynoha moznosti, jak se da na
strukturu HK nahliZzet, existuje i cel@dda dalSich moznych struktur. Néglad model dle
Schnitzera a Schultenagulpoklada mnohem slogj§i strukturu, jak je uvedeno na obrazku 9.
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Obr. 9 Struktura HK dle Schnitzera a Schultgi@93) [41]

VySe zmigné modely pedpokladaji, Ze HK se daji chapat jako ohebné ekitedlyty,
které v roztocich zaujimaji konformaci nahodnéhabkh 6fizného tvalt a velikosti
v zavislosti na iznych parametrech, jako je rédgad pH roztoku nebo naboj natzci a
podobré. V zasaditém prostdi se tedy daipdpokladat protahly tvar, zatimco kigack
kyselého prosedi HK zaujimaji strukturu smestého klubka,cimz se vysetluji rozdily
VvV rozpustnosti v zavislosti naHp probirané vyse. iedpoklada se, Ze karboxylové skupiny
jsou @i nizkém pH naprotonizovany a dochazi ke koagulaci. S postcipnjcasem a za
pouziti novych analytickych metod bylo ovSem prak&z, Ze polymerni struktura HK
supramolekularni agregaty nizkomolekularnich subsiakteré jsou vazany nekovalentnimi
interakcemi, mezi které patslabé fyzikalni interakce a komplexace s vicergounionty
[22].

3.4 Agaroza

Agardza je linearni polysacharid, ktery je fimoy opakujicimi se jednotkami agarobiozy,
piicemZz agarobi6za je disacharid ieoy stidajicimi se galaktézovymi a
3,6-anhydrogalakt6zovymi podjednotkami. Jedna secibo nenabity polysacharid, ktery
muze obsahovat ifmésy sulfatovych a pyruvatovych skupin. Surovinou miskavani
agardzy jsou migkérasy typu Agarophyte, jedné se o specificky &gpvenérasy, ktera ve
své bur¢né séné vytvari hydrokoloidni formu agardzy [28].

AgarOza je vyuzivana ipdevSim pro svoje zajimavé termické vlastnosti.ndede
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o takzvany termoreverzibilni polysacharid, coZ sejgvuje hysterezi ip zmeéné teploty
v urgitém rozsahu. K termoreverzibilnim ¢el pati vétSina fyzikal® sitovanych gel.
Prechod roztoku na gel a naopak némimodynamickyreverzibilni, nenastavaripjeding,
piesré urcené teplal, jako je tomu u krystalizace a tafistych latek. Teplota,ipniz koloidni
roztok tuhne v gel teplota tuhnut{bod gelacg - je niZSi nez teplotafipniz gel @i zahrivani
piechazi na sol teplota ztekucena ol& zaviseji na rychlosti chlazeni neboriefani. Rozdil,
ktery pro tSinu geh ¢ini 10 az 20 °C, lIze vystlit tim, Ze @i ochlazovani solu vznikaji
nejprve malo pevné vazby, které se postupipewiuji; aby tyto peviSi vazby byly
pii pievedeni gelu zpp na sol zruSeny, je zagebi zaliati na vyssSi teplotu. @bteploty
zaviseji také na koncentraci systému [47].

Agar6za je casto vyuzivana fedevSim v biomedicinskych aplikacich diky svym
termickym vlastnostem.

OH OH
O

4o 0 nd ki

OH HO O

Obr. 10 Strukturni vzorec agar0428]

Agardza je nerozpustna ve \opki nizkych ale i porérné vysokych teplotach, nicménmpii
zahati na teplotu 85 °C se rozpousti timbAG je schopna t¥i termoreverzibilni hydrogel,
tedy @i chladnuti zakatého roztoku dojde k vytveni polotuhé gelové hmoty (30 — 40 °C) a
pii opétovném zakéti se vrati do stavu kapalného roztoku, ovSemtndasi nebudou zcela
totozné [23] (bylo zmigno vySe). Hysterezni chovani, které je pozorovamdeplog tani
koresponduijici gel-sol procesu a také hysterezowati (i teplot tuhnuti odpovidajici sol-
gel procesu je funkci chemickeé struktury [24]. Ay v pevném stavu zaujima jednoduchou,
nebo dvojitou helikalni konformaci. Ke gelaci dozhdfi agregaci dvojtych helikalnich
struktur a to @ teplo®, ktera souvisi ptiu methoxylovych a sulfatovych skupin, které
ovliviuji teplotu gelace agar6zovych @elPfi gelaci dochazi k vytieni prostorové —
tiidimenzionalni s& kter4 je stabilizovana pragstnictvim vodikovych ristka. BliZSi
informace o tvord tridimenzionalni s& agarozovych gél lze najit v referenci [25]. Jako
spousta jinych gelovych systémagardza vykazuje jednu ze zakladnich gelovyestwosti
— takzvanou synerezi [48]. Pojem synereze souvisbeesem starnuti gelu, kdy dochazi
ke smr§ovani prostorové sita dochazi tak k vyttamvani disperzniho prastdi z objemu
gelu. Tento jev se objevujergnevSim u novych systém které jest nedosahly
termodynamické rovnovahy.éBem tohoto procesu se vytvdinalni struktura hydrogelu,
jsou formovany veskeré styé body (uzly). Synereze se vice projekii gvySovani teploty,
piipadreé po gidani elektrolytu. Na obrazku 11 je naZea proces starnuti gelu.

22



Obr. 11 Proces synereze (starnuti gelu) Prakticke aplikagardzy[48]

Agardza je pro svoje unikatni vlastnosti vyuZiv@redevsim v biochemickych aplikacich,
ale dale také najklad v potravingském ptimyslu. Rehled aplikaci, kde se da s agardzou
setkat nabizi reference [26] a [27]. Kr@miomedicinskych aplikaci a potravis&vi se tedy
agardza dale vyuziva nidklad ve farmacii a pro svoje vlastnosti je vyuZiad v analytické
chemii a sice v gelové pernigd chromatografii (GPC). V analytické chemii segarzou da
setkat jedt v pripadt gelové elektroforézy, kde je agardza vyuzivana jakodny nosi
pro elektricky nabité molekuly, této vlastnosti jguzivano nafiklad pro separovani
jednotlivych nukleovych kyselin ze struktury DNA.

Za zminku stoji vyuZziti agardzy v medicinskych legdiich, kde se pouziva jako médium
pro st mikroorganizid. Ve srovnani nagklad s potravingskou sférou je
v biomedicinskych aplikacich vyuzivano vysSi koriase agarozy zivodu vysSich narak
na mechanickou odolnost gelZz vySe uvedenychidodi je agardza vyuzivana v tkdvém
inZenyrstvi, v jeji struktte je totiz mozny tdst tkaovych bugk a je tedy vhodna
pro vytv&eni takzvanyclscaffold:.

3.5 Gelové systémy

3.5.1 Disperzni soustavy

Gelové systémy jako takové se dajfaht do tzv. disperznich soustav. Disperzni soastav
Jjako takova, je vzdy twena minimald dvéma vzajems nemisitelnymi fazemi. Jedna z fazi
je tvarena disperznim prastdim (tézdispergeny kterd zabira &Sinu objemového podilu.
Druhou ¢asti je dispergovana latkaigperzum, disperzni poyilktera nize byt v pevne,
kapalnéci plynné fazi a je rozptylena v disperznim ptedi. Disperzni soustavy se daji dale
delit dle raiznych kritérii:

» poctu fazi, tvdici disperzni soustavu rfgomogenni(tvori jednu féazi) aheterogenni
(faze jsou odé&leny mezifazovym rozhranim);

 velikosti ¢astic disperzniho podilu faubodisperzn{vétsi nez 500 nm,dkdy EtSi nez
1000 nm),koloidre disperzni(v rozmezi 1 — 500, respektive 1000 nmaraalyticky
disperzni(¢astice o velikosti do 1 nm)

 tvaru ¢astic naglobularre disperzni(castice ve vSech sirech iblizné stejré velke),
laminarre disperzni(dva rozndry priblizn¢ stejre velké) afibrilarné disperzni(jeden
rozmer je vyrazé mensi nez zbylé dva)
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» struktury disperzniho prasidi na systémy disperznim podilem ve foenvastic a
systémy g7asticemi disperzniho podilu tioi prostorovou $i ktera prostupuje celym
kapalnym disperznim prasdim (gely)

e rozcdkleni patu velikosti ¢astic namonodisperzn{uniformni) — vSechnyastice jsou

stejre velké, paucidisperzni- soustava obsahujeékolik méalo frakci apolydisperzni-
castice jsoutzne velké

» skupenstvi disperzniho présdi, jak je znazogmo v nésledujici tabulce

Tabulka 1 Roz@leni disperznich soustav podle skupenstvi disgevzmiostedi[29].

disperzni | disperzni disperze
prostredi podil koloidn{ hrubodisperzni
plynny - -
plynné kapalny aerosoly (mlha) aes
pevny aerosoly (dym) kau
plynny piny bublina, gna
kapalné kapalny emulze emulze
pevny lyosoly suspenze, gel
plynny tuhé pny mineraly s uzaenymi plyny
pevné kapalny tuhé emulze mineraly s uganymi kapékami
pevny tuhé soly eutektika

Koloidni systémy se vyziaji velikostmi ¢astic disperzniho podilu o velikosti 1 — 500
(1000) nm. Heterogenni disperze se da popsat jgtéra, ve kterém jsou jednotlivé slozky
disperzniho progedi oddleny mezifazovym rozhranim, které vyr&zovliviuje fyzikalni
vlastnosti celé soustavy. Jsou termodynamicky bésfaa casem dochazi k jejich zaniku,
jsou podobné hrubodisperznim soustavam, ale liSved&osti ¢astic. Ripravuji se bd’
dispergaci, nebo kondenzaci z pravych raztok

Jednotlivé c¢éstice koloidnich roztak nejsou viditelné &nym mikroskopem,
ale ultramikroskopem a elektronovym mikroskopem .ade@ mozné u nich pozorovat
Browniv pohyl ktery je zékladem diftznich progesCastice v prostoru vlivem teploty
kmitaji a pohybuji setznymi rychlostmi a s@ry, piicemz dochazi k ndhodnym srédzkam
s okolnimi ¢asticemi. Intenzita srazek je vysSi se zvySujicitegdotou a taktéz zalezi na
velikosti ¢astic.

Jednotlivétastice jsou tak malé, Ze nesedimentuji (charakiteké&spro koloidni soustavy),
nicméré prochazi Bznymi filtry. Pres rEkteré typy membran ovSem diky své velikosti
neprochazeji (daji se tak adovat z roztok — dialyza), zalezi naut off DalSi jev, ktery se
da u koloidnich systéin pozorovat je takzvanyyndaliv efekt. Pokud sstlo prochazi
takovymto systémem, stavaji se paprsky viditelnympodol& kuzele, diky tomu, Ze je &o
rozptyleno koloidnimgasticemi (nap prach v mistnosti, mlha, atd.).

Koloidni systémy se daji taktéz ratitl na lyofébni a lyofilni. Lyofilni koloidni systéy
jsou charakteristické tim, Ze mezi disperznim peaim a dispergovanou latkou jecitd
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afinita. Disperznicastice jsou solvatovany na povrchu disperznihotifgds Z pravidla se
jedna o reverzibilni (vratné) systémy, jakéikfad se daji uvést mydla, polysacharidy,
bilkoviny, atd. Oproti tomu se lyofébni systémy mguji tim, Ze dispergovanéastice
nevykazuji afinitu k disperznimu préstli a jsou ireverzibilni (nevratné). Vyzugi se taktéz
tim, Ze jsou malo stabilni a ndidad po gidani elektrolytu snadno koaguluiji.

3.5.2 Vyuziti gela

S gely, & uz untle ¢i piirozere pripravenymi, se setkAvame kazdy den. ildad lidsky
organizmus, ktery je tieny vice jak ze dvoudtin vody, je prakticky plny gelovych systém
(sklivec oka, mezikloubni prostory, aj.)

Gely se daji klasifikovat jako disperze pevnyistic v kapalném disperznim priesti.
Tyto castice tvéi trojrozmérnou sit, picemz zpravidla jeden rozimi spada do koloidni
oblasti (1 — 500 nm). Vifpadt hydrogeli je disperznim progtdim voda. Tim, Ze dojde
k vytvoreni rozsahlé prostorové &itdojde ke sniZzeni celkové pohyblivosti systémuely c
systém je pak schopen vykonavat pouze vitir@ohyb [30]. Struktura hydrogeje tvarena
Z EtSi ¢asti vodougi vodnym roztokem, disperziastice tak zaujimaji jefadow jednotky
procent celkové hmotnosti objemu. Systém pak disponuje unikatnimi vlastmist proto
jsou tyto soustavy nepostradatelné v oblasti haaeod s vodou v Zivych organizmech,
stejre jako v oblastech nezivé&ipody. Hydrogely se tak dale vyuzivajifadt praimyslovych a
environmentalnich aplikacich, v kosmetickém a fareotickém pitmyslu a jsou vyuzivany i
jako suprasorbenty pro pouZziti ve zdravotnickyclttiié Rewiev o tchto a dalSich
aplikacich hydrogél nabizi reference [31].

3.5.3 Tvorba gelovych systéni

Z hlediska vnitni struktury tvéi gel nekoné&nou trozjrozmdrnou sf, ktera prostupuje
rovnonerné celym objemem disperzniho prissdi. Spojité je tak nejen disperzni piedt,
ale i disperzni podil. Na rozdil od kapalin nejsdisperzni ¢astice schopny se van
pohybovat a mohou vykonavat pouze vifmiapohyb (bylo zmi&no vyse). Sily, které poutaji
disperznicastice a disperzni prdetli, jsou nazyvany jakadhezni silya mohou byt jak
fyzikalniho, tak chemického charakteru.

Proces tvorby gél se nazyvagelace Jednad se o procesfi (kterém se spojovanim
koloidnich ¢astic disperzniho podilu v souvislou strukturu &itva postupd zpewviuje
prostorova 31— vznika gel [29]. Proces gelacaibe byt zgisoben gkterym z nasledujicich
procesi: zmenou fyzikalniho stavu roztoku, vznikaji tak fyzikélsi‘ované gely; chemickou
reakci, vznikaji tak kovalengnsitované gely; botnanim reverzibilniho xerogetehoz lze
dosahnout pouze wipack reverzibilniho gelu fidanim disperzniho prasdi.

Samotny gel vznika v tzvbodu gelacg32]. Bodem gelace je nazyvan péms kratky
casovy usek, ip kterém je vytvééena nekon#a trojroznérna st’, coz Ize charakterizovat tim,
Ze rozngry now vytvorené sik jsou shodné s roziry makroskopické gelové faze.

3.5.4 Rozdéleni gelovych systénm

Nejcastji se gelové systémy & podle jejich chovani ve vysuSeném stavu [31].
Odstragnim disperzniho pro&tdi z gelu (suSeni)i@de gel do stavu tzxerogelu Jedna se
tedy o pevny zbytek — suSinu. Dle chovani tétorsuf@ pak mozno soustavu charakterizovat
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jako:

» reverzibilni gel — takovyto typ geluripvysousSeni zmenSuje gvobjem az do uplného
vysuseni (vznik xerogelu). Xerogel je mozni&vest zpt do stavu gelu agjovnym
pridanim disperzniho prastdi. Tento proces se nazywaétnani

 ireverzibilni gel — tento typ gelu je zajimavy tikg ¥ vysouSeni zpravidla nemi suj
objem. Tento typ vznika &Sinou gelaci lyofobnich sil Xerogel je nasledoen

schopen do své strukturyijmout jen omezené mnoZzstvi disperzniho et ovSem
neni schopen se vratit déyodniho stavu.
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V néasledujicich odstavcich jsou uvedeny dva hlasntry, jak se na probiranou
problematiku da nahlizet. Prvnim z nich jsou samdtrterakce polutafita dalSich latek
s HK. Vyzkumy v tomto s@ru piinasi nové poznatky, jak se daji HK vyuZzit fiklad (i
ochrart Zivotniho prostedi, zemdélstvi, apod. Druhym hlediskem je pak vyuziti difizm
cel jako vhodné metody pro stanovovani difazniheficientu.

4.1 Interakce HK s polutanty a dalSimi latkami

Autori Zhou, Yan a Gu ve svéttanku [53] publikuji vyzkum, ktery se tykal komptdtni
komplexace kovovych iofits huminovymi latkami. Jejich hlavni zajem byl @ty niklu,
vapniku a hliniku, a s@asré¢ zdiraziuji vliv pH na mnoZstvi interakci mezi kovy a HL.
Autori zminéné interakce hodnoti dle poklesu vodivosti danéfstésnu, ve kterém dochazi
k tvorke elektrickych dvojvrstev. Nezbytnou s@sti jejich vyzkumu je taktéZ stanoveni
adsorgnich izoterem. Hlavnim poznatkem této prace bysoafinita ionti k HL je ve sn&ru
Ni>Ca>Al. Soukasre bylo prokazano, Zze komplexace je intenzjghv piipact vysSiho pi,
COZ je nazn&no na obrazku 12.

100 100
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o Experimental, Ca+Ni+Al
Modeled, Ca

- Modeled, Ca+Ni+Al
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80 O Experimental, Ni+Ca+Al |
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Ni Bound to Humic Substance (%)
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Obr. 12 Vliv pH na komplexaci kavs HL [53]
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Predmétem studia autdr prace [55] bylo testovani sammch charakteristik hybridnich
materiah na bazi oxidu kemkitétho s obsahem huminovych latek inkorporovanych
imobilizaci karboxylovych, fipadré hydroxylovych skupin. Tyto soépi charakteristiky byly
srovnany taktéz s materialem na bazi oxidenkitého s imobilizovanymi HK. Sotmi
schopnosti byly posuzovany na zaklastanoveni soimi kapacity Wi iontam (PH*, Cdf*,
CUW, zr** a Md™).

Kolektiv autofi prace [15] se &noval studiu sorpce &i’natych ioné z vodnych roztok
na HK imobilizované na zeolitech.¢lili zavér, Ze HK imobilizované na zeolity disponuji
vy&si sorpni kapacitou ¢ maéd’natym ionfim ne? samotné zeolity. Efektivita adsorpcéCu
ionta se zvySuje s rostoucinHpv rozmezi od 3 do 7. Adsorbované ionty byly analaty
pomoci AAS.

4.2 Difuzni cela jako nastroj pro stanoveni difuzniho loeficientu

Autoii prace [6] se zabyvali difazi protéinpies agarézovy gel v difazni cele. Tyto
experimenty byly realizovany zéazanych hodnot B a také siznou iontovou silou roztoku.
Jako difuzni bariéra byl zvolen agar6zovy gel uémigido vertikalg uspgdadané difazni cely.
Jako vhodné proteiny autorybrali BSA (bovine serum albumin) a lysozym. \gaky jejich
experimeni ukazuji, Zze zvySovaniHp vede k nepatrnému snizovani difuzniho koeficientu,
nicmeérg zvyseni iontové sily roztoku vede k pé&mme velkému sniZeni difazniho koeficientu.
Konkrétni dosazené vysledky jsou uvedeny v nasieidigbulce.

Tabulka 2 Efektivni hodnota difazniho koeficientu pro lysozoBSA pi ruznémpH a
iontové silg6]

Protein Diffusion coefficient (x10'1) (m?/s)
pH 4 pH 5.6 pH 11
Lysozyme: low ionic strength
Experiment 1 223 22.4 9.1
Experiment 2 20.6 20.9 8.6
Lysozyme: with 0.1 M NaCl
Experiment 1 10.4 10.4 96
Experiment 2 10.4 12.8 10.4
BSA: low ionic strength
Experiment 1 4.8 6.5 4.7
Experiment 2 5.0 6.1 6.4
BSA: with 0.1 M NaCl
Experiment 1 2.5 33 2.6
Experiment 2 24 34 23

Autori rovnéz poukazuji na velkotasovou narénost experimetit a navrhuji, Ze by bylo
vhodrgjSi experimenty alespaiaste&né automatizovat.

Za zminku stoji také dosavadni rozsahly vyzkumrakel s HL pimo na Fakult
chemické VUT, jehoz shrnuti Ize najit v rozsahléagpr[54]. Autdi zkoumaji vliv
huminovych kyselin na zému difazniho koeficientuipriznych teplotach ahb. Jako difuzni
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sonda byla pouzita methylenovd m@djako difuzni médium byl pouzit agar6zovy gelldy
potvrzeno dramatické sniZzeni difazniho koeficiguiiyptidavku HK difazniho média. Taktéz
bylo pozorovano prodlouzentasu potebného k penetraci skrze gelovouemazku
s pridavkem HK. Na obrazku 13 je uvedena zavislostlphmsmnoZzstvi methylenové mied
na tiznych koncentracich agarézy, respektive huminokyselin.

4 a
0,
= X1 wi.% agarose 4t =
E 4 +2 wi.% agarose W+ £
g 04 wi.% agarose AT g
E ¥ £
c 2 )(’e.:-" c
k=] + o
£ ng‘ oo 2 %0 wl.% HA
z 4 + %°o° o +0.002 wt.% HA
8 %% 8 ©0.005 wt.% HA
5 0000 8 00.01 wt.% HA
s 0 5 10 15 20 = 40 50
time (hours) time (hours)

Obr. 13 Zavislosti proSlého mnozstvi methylenové faatcase pro fizné koncentrace
agarozy, respektive huminovych kys§ghid

Vliv teploty na difuzni koeficient je ddib patrny z obrazku 14.
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Obr. 14 Vliv teploty na proslé mnozstvi Mjg4]
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

hydroxid sodny, p.a. Penta Chrudim

kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a., Lach-Ner s.r.o
kyselina chlorovodikova, Pental1 Nc=1M
huminové kyseliny — popel 28,92 %, 2008
agardza, Sigma Aldrich Co., for rouotine use
chlorid méd’naty, dihydrat, p.a. Lach-ner s.r.o.
methylenova mag Lachema

rhodamin 6G, Sigma-Aldrich Co.

chicago blue 6B, Sigma-Aldrich Co.
fluorescein, Sigma-Aldrich Co.

destilovana voda

Pouzivané huminové kyseliny byli ziskany metoddwladké extrakce z jihomoravského
lignitu (dil Mirov, lokalita Mikulcice). Jedna se o upravenou metodu publikovanouryauto
Piccolem a Contem [42]; tato metoda byla pouZitzele fack predchozich experimeint
ohledrg fyzikalné-chemickych vlastnosti HK [22], [39], [43], [44][45].

5.1.1 Chlorid méd’naty, dihydrat
Dihydrat chloridu mtd’natého je anorganicka sk®nina dobe rozpustna ve vad kterou

Jednd se o slgéaninu €Zkého kovu a proto je nebezp@ pro Zivotni progedi a toxicka pro
vodni organismy. Spolu s dalSinéizkymi kovy se jedna @asto se v firodk vyskytujici
polutant, a proto byla tato sléenina jako vhodné difazni medium. JelikoZz se nejedn
o barvivo, bylo zapdebi pa@itat s vySSi navazkou chloriduednatého k gipraw roztoku pro
difzni sondu (17 g/l). Lzeipdpokladat elektrostatické interakce mezi katiomigdi se
zaporrg nabitymi HK.

5.1.2 Methylenova mod¥

Methylenova motl (MM) je heterocyklicka aromaticka sléenina se systematickym
nazvem 3,7-bis(dimethylamino)-fenothiazin-5-iumenid, vyuzivana fedevsim
v chemickych a biologickych odtvich. V chemickych aplikacich se pouzivi@gevSim jako
redoxni indikator a v biologii se vyuzivégaevsim v aplikacich spojenych s vyzkumem RNA
a DNA [49].

Toto barvivo bylo vybrano jako difizni sonda proke, v roztoku tvii kladrg nabitou
strukturu (diky kladnému néboji na dusiku) a ddesky gedpokladat interakce se zapdrn
nabitymi HK. D& se tedy rowd predpokladat, Ze difize bude zpomalena préiky
probihajicim interakcim a taktéz se dédpokladat, z€ast barviva éstane vazana na HK
piitomné v agar6zovém gelu (viditelné pouhym okem abarveni gelu po provedeni
experimentu). Taktéz lzagdpokladat, Ze difize bude probihat pomaleji npéipac CuCh,
protoZe molekula MM je vyrazrvetsi.
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Obr. 15 Strukturni vzorec methylenové miod9]Chyba! Nenalezen zdroj odkaa.

5.1.3 Rhodamin 6G

Barvivo rhodamin 6G p#t do Siroké skupiny rhodamin zndme pedevsim pro svoje
fluorescerni vlastnosti.Casto je vyuzivano k vyzkumu protmd v kapalinach a je taktéz
¢asto vyuzivan v biotechnologickych aplikacich, ildpd ve fluoresceimi mikroskopii [51].

Pro diftzni experimenty byl vybran proto, Ze v okat tvai kladre nabitécastice a dé se
tedy pedpokladat, Ze budou probihat elektrostatické akimx se zapo#n nabitymi
molekulami HK.

Obr. 16 Strukturni vzorec rhodaminu 6G1]

5.1.4 Chicago blue 6B

Barvivo Chicago Blue p#t mezi azobarviva (diky vazbam mezi atomy dusiku) a
za normalnich podminek tkiazelenomodry prasek [50].

Toto barvivo bylo k difuznim experimemh vybrano proto, Zze ve vodném roztokutivo
zaporre nabité ¢astice. JelikoZz HK jsou ve vodnych roztocich taé@arré nabité, da se
piedpokladat, Ze bude dochazet k vzajemnému odpukztsao ¢astic a difuzni koeficient
bude tedy timto faktorem ovli¥n. Strukturni vzorec barviva je uveden na obrazku 1
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Obr. 17 Strukturni vzorec barviva chicago blJé0]

5.1.5 Fluorescein

Fluorescein, respektive jeho sodrigesza normalnich podminealerveny prasek. Je disb
rozpustny ve vodi v ethanolu. V roztoku tvd pii vétSich koncentracicerveny roztok, p
nizsich je barva Zlutozelena. Pouziva sedpvSim jako indikator, ale i jako potravisiéé
barvivo — je netoxicky [59].

V roztoku tvdi zaporg nabitécastice, a proto se dajirquipokladat odpudivé interakce
mezi HK a fluoresceinem. Strukturni vzorec fluoe#sa je uveden na obrazku 18.
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Obr. 18 Strukturni vzorec sodné soli fluoresce[60]

5.2 Pristroje a pomicky

UV-VIS spektrometr Hitachi U-3300

analytické vahy Sealtec SBC 31

spektrofotometrické sondy TP-300-UV-VIS, optickédkly, zdroje sitla LS-1-LL,
minispektrometr RedTide 650, vSe od spotesti Ocean Optics

diafragmova difuzni cela, PermeGear, Inc.

pienosny teplokr GMM 175 Greisinger

pH metr WTW pH 330
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ultrazvuk UCC 1 Ultrasonic Compaq Cleaner powersoni
vicemistna magneticka mictka Variomag Poly

membrany Spi-Pore, 47 mmui®, spol. Spi Supplies

drobné laboratorni poinaky jako vazenky, mikropipety, lab. sklo, atd.

5.2.1 Difazni cela

K provadnym experimentm byla pouzita diafragmova diflzni ceRermeGear, Inc.
Jedna se dvouplé&dvou difazni celu vyrobenou ze skla. Opl@#ni slouzi k temperaci
sledovanych roztak a za pouziti vhodného termostatu tak Ize roztokigizat, respektive
chladit. Sodasti aparatury je i drzak dinich cel, ktery obkomory tl&i smerem k sob a
tim pak nedochazi k tniku roztiok cel ven.

Objem kazdé z komor cely je 60 ml. Yipad difazi pres membranu se membrana
umig’ovala gimo mezi o ¢ésti cely (Wsnéné pomoci dsniciho silikonu). Jednalo se
o0 membranu od spaleosti Spi-pore o @iméru 40 mm a velikosti pdr 2 um. V piipack
difuzi pres membranu byla mezi komory undfst gepazka s otvorem o jméru 4 cm a
tlou&’ce 0,5 cm. Do tétoippazky byl umisovan agarozovy gel, respektive agarézovy gel
s piidavkem HK.

Obr. 19 Diftzni cela s formou pro gelovougpazku
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5.2.2 Automaticky UV-VIS spektrofotometr Spectra Optics

M¢rici aparatura se sklada &kolika samostatnychtasti. Zakladem je zdroj s&tia,

ze kterého je veden &elny paprsek pomoci optickych kabeto sondy. U sondy je
rozhodujici opticka draha paprsku wigném prosedi, se kterou je mozné manipulovat
zmeénou hlavy samotné sondy. Pro koncentr@y&nroztoky je vhodné pouzit sondu s kratSi
optickou drahou, naopak pro malo koncentrovanékyzfe vhodné pouzit sondu s optickou
drahou delSi. Pro &eni v rdmci této diplomové prace byla pouZita somadptickou drahou

1 cm. Paprsek z optického kabelu vystoupi z jedranze sondy, projde prgstim, odrazi
se od zrcatka a vraci seggpDélka optického prostdi je tedy dvojnasobna oproti vzdalenosti
vystupu a zrcéatka.

Paprsek odrazeny do zrcatka nastegntuje optickym kabelem do detektoru, ktery je
spojen s péitacem, vybavenym softwarem Spectra Suite. Tento prgrmozuje nastavit
razné nefici parametry, jako je néilad rozsah reného spektra, citlivost, interval a format
ukladani dat a dalSi. Program umoje sodasné mifeni vice vzork, které je limitovano
poétem samotnych sond.

Prace s aparaturou je jednoducha a intuitivni agedrmhodi@ nastavenych paramétse
da nefeni téndi zcela automatizovat. Neni peba stala fitomnost obsluhy dhem ngfeni,
pouze pro spudhi a ukoreni experimentu,ifpadré obtasna kontrola aparatury (riéigad
zdali se nevytvila v sona bublina).

5.2.3 UV-VIS spektrofotometr Hitachi

Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr Hitachi byl yiot pro néfreni absorpce vzoik
obsahujici &Zké kovy (chlorid mid’naty). lonty €Zkych kowi totiZ leptaji zrcatka v UV-VIS
sondach Ocean Optics, a proto bylo nutné pouzit fifistroj. Hitachi n&ti absorbanci
doupaprskovym zjsobem, tedy kyvetu se vzorkem, oproti kygvetistym rozpoustdlem.
Pouzit se daji jak plastove, tak skieé@ i kemenné kyvety. Pro &eni tykajici se této
diplomové prace byly pouzity kyvetyrémenné. Mieni se zde ovSem neda automatizovat,
jako v gipact pouziti sond a je tedy peba odebirat vzorky v pravidelnych intervalech
(dvouhodinovych v fipad difaze ges gel, 5 minutovych vifpadt difize ges membranu).

Na obrazku 20 je jakoifklad vynesena zavislost absorban¢e525 nm na koncentraci
roztoki rhodaminu (kalibréni kiivka) vcetné smernice a hodnoty spolehlivosti. Zbylé
kalibraéni kiivky jsou uvedeny v fllohach na konci dokumentu.
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Obr. 20 Zavislost absorbce na koncentraci rozidkH pi 525 nm

Pii méfeni byla vzdy proriena celé spektra (v rozsahu 300-900 nm), z niclly b
vybrany hodnoty absorbance v maximu fppc rhodaminu 525 nm). Na zakkdynesené
zavislosti bylo poté mozné zvolit vhodnou koncetitraztoki pro difuzni experimenty — tyto
koncentraci jsou uvedeny déle v textu v tabulce 3.

5.3 Pracovni postupy

5.3.1 Piiprava roztoku huminové kyseliny

Z&sobni roztok HK o koncentraci 1 g/l bykigravovan déle rozepsanym tgobem.
Pripravovano bylo vzdy 100 ml roztokuiigemz navazka HK do tohoto mnoZzstuii 0,1 g.
Toto mnozstvi bylo kvantitativnprevedeno do zasobni lahve s 30-40 ml 0,5 mol/l kaeto
hydroxidu sodného. Do zasobni lahve bylo uémstmagnetické michatko a uzama lahev
byla ponechana na mialea @i 250 ot/min po dobu miniméén24 hodin. Po 24 hodinach byl
roztok za stalého michani zneutralizovan 1 mol/seéiipou chlorovodikovou. Kyselina
chlorovodikova byla do roztokutidavana po kapkach tak dlouho, doku#éi mebylo

v rozmezi 6,8-7,2 (&teno elektronickym lH-metrem WTW pH 330). Tento zneutralizovany
roztok byl kvantitative preveden do 100 ml od¥mé baiky a dopln po rysku destilovanou
vodou. Takto fipraveny roztok byl fipraven k pouZiti v experimentech, ovSem z hlediska
degradovatelnosti HK byly roztoky pouzivany maxingalyden. Roztoky NaOH a HCI byly
piipravovany z normanal
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Obr. 21 Zasobni roztok huminové kyseliny

5.3.2 Priprava agarozového gelu

Agar6za je za normalnich podminek bily prasek. \fedené vod se prakticky
nerozpousti. # zvySeni teploty suspenzeilgizné na 85° C se agarOza ¢re ve vod
rozpoustt. Na nasledujicictradcich bude popsan postup priippavu agarézového gelu
pro jednu formu (fepazku).

0,1 g agarézy bylo navazeno iegnosti nait desetinna mista. Toto mnozstvi bylo
kvantitativre prevedeno do 25 ml kadinky, kde jiz byléippaveno 10 ml destilované vody.
Kadinka byla poté umi&ha na elektricky va¢ a za stalého michani byla suspenzdizaha
aZz na teplotu 85 °C, kdy doSlo k uplnému rozgniSagarozy. Kadinka s horkym roztokem
byla poté umisiha do horké ultrazvukové lazma jednu minutu, aby doSlo k odsian
vzniklych vzduchovych bublinek. Tento jeshorky roztok byl nalit do formy, kterd byla
ze spodni stranyijkryta sklickem. Roztok bylo feba nalévat opatén aby se netudy
bublinky. Po naliti roztoku byla i horrdast formy gikryta sklickem a celd soustava byla
zajiSena pomoci svorek. Skka slouzi k vytveeni pravidelného hladkého povrchu z obou
stran a zarove zabrauji vypaovani disperzniho prastdi. Forma s gelem byla ponechana
pii laboratorni teplat k chladnuti po dobu 45 minim&minut. Po odstrami sklicek byla
forma s gelemifipravena k pouziti v difazni cele.

5.3.3 Priprava agarozoveho gelu s fidavkem huminovych kyselin

Priprava agarozového gelu s huminovou kyselinou padhiobdobé jako v gredchozim
piipact. 0,1 g agarozy bylo navazenoiegnosti nait desetinna mista. Tato navazka byla
kvantitativre prevedena do kadinky, kde bylo 9 ml deionizované vddynl zasobniho
roztoku HK o koncentraci 1 g/l, vysledna koncergra¢K v gelu byla tedy 0,1 g/l. Tato
suspenze byla zékana jako v pedchozim fipads na 85 °C a stejnym apobem byl vznikly
roztok ponechan v ultrazvukové lazni a nastegieveden do formy. | v tomtoftipack
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chladnuti na vzduchu trvalo minimé&mM5 minut, poté byla formaftipravena k pouZziti
v diftzni cele.

5.3.4 Nastaveni UV-VIS sondy Ocean Optics

Pred kazdym experimentem bylo nutné spravrastavit ndfici aparaturu. V softwaru
Spectra Suite bylo zvolenodieni absorbance. Poté bylo nutné vybiélpSny detektor, kde
byla nasled& automaticky nastaven integrd ¢as. DalSim krokem bylo pratieni spektra
¢istého rozpougtla (ve vSech ijpadech destilovana voda, néldwyla pouzivana kifpraw
vSech ndtenych roztok). Nasled® bylo nutné zniit Sum detektorugehoz bylo docileno
tak, Ze se odpojil opticky kabel od detektoru a ihghrazen z&slepkou (alternativatsiné
pasti). Poté byla sonddipravena k nsfeni.

5.3.5 Sestaveni difuzni cely a spushi experimentu

Difuzni cela se sklada za dvou komor a kazda z koma objem 60 ml. Bylo tedy
piipraveno jedna 60miistého rozpousgtla (destilovana voda) a 60 ml vybraného roztoku
difdzniho média. Roztoky byly fpravovany ze zasobnich roztokednim. Bylo nutné
nalévat roztoky do obou komor s@sré za pouziti nalevek, aby nedoslo k vydai gelu
z formy vlivem nerovnorrného hydrostatického Itaku. Vychozi koncentradézii sondy
byla volena tak, aby absorbance roztoku zdrojovg¢ logla v rozmezi 1,5 — 2 a bylo tedy
zarweno dostatného koncentkaiho spadu. Koncentrace roztoklo zdrojovych cel jsou
shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3 Vychozi koncentrace roztbkio zdrojove cely a molarni hmotnosti

roztok koncentrace molarni hmtnost
(9/l) (g/mol)
chlorid méd’naty 17,00 170,48
methylenova maod 0,01 319,86
rhodamin 6G 0,01 479,02
chicago blue 6B 0,025 992,80
fluorescein 0,01 376,27

Po gipraw roztoki byla sestavena samotna difuzni cela. Forma seuatyim gelem byla
umistna mezi ob komory difazni cely a upe¥na do drzaku. Do kazdé z komor bylo
umiseéno malé magnetické michatko a vtomto sloZeni logla umistna na vicemistnou
magnetickou mich&u (nastaveno vzdy 250 ot/min). Za pouziti naleysk byly oba
piipravené roztoky satasré nality do pislusné komory difuzni cely. Nasledovalo urénst
optické sondy do ijimaci komory a nastaveni dgficich parametr, predevSim interval
ukladani ngfenych spekter. Bylo taktéz zapehi gekryt hrdlo se sondou s parafiimem, aby
se zamezilo odgavani rozpoustla.

37



Obr. 22 Probihajici difazni experiment s paieaou UV-VIS sondou

5.4 Stanoveni difizniho koeficientu

5.4.1 Export dat

Data ziskana z prastdnictvim programu Spektra Suite byla exportovaoatektovych
soubot, piicemz kazdé uloZeni spektra znamenalo gronového textového souboru. Tyto
soubory byly naslednpievedeny do programu MS Excel pomoci makrosoubaato $urova
data bylo nutné vyhladit. Pro tento Ukol byl pougibgram Origin851 do kterého byla
nakopirovana data z MS Excel a naslednyrfikgzem byly zavislosti ievedeny
do vyhlazenych #vek. Upravena data byla zkopirovana na novy Exaig list, kde bylo
nutné vymazat kazdy druhy sloupec (data se opa&pyamoci fislusného makrosouboru
na mazani slougc Takto upravena data uz bylo mozné dale zpractvava

5.4.2 Vypocet difiizniho koeficientu

Stanoveni difaznich koeficieihbylo hlavni naplini této diplomové pracéigemz samotné
stanoveni se da rodd do dvou skupin. Jedna z nich je stanoveni difie koeficientu
praichodu pes membranu a dale stanoveni difuzniho koeficigattuprichodu gelovou
brariérou, respektive gelovou bariérou s HK. V olgfipadech je zaptdbi znat rovnici
piimky prokladajici oblast linearniho idtu koncentrace difizniho médiaiijimaci cele.

Pro stanoveni difuzniho koeficientuti ppraichodu ges membranu bylo pouZito
nésledujiciho vztahu:
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;an:—m@—zngLN, (13)

kde £ je konstanta ktera charakterizuje pouzitou membrégla stanovena kalibraci cely za
pouziti materialu, ktery ma znamou hodnotu difusrkbeficientu [57].

Ve druhém pipact, kdy se jednalo o difuzitps gelovou bariéru {jpadré gel s HK), byl

vyuzit vztah:
dn I
Dy =| — : 14
e (mj%AqJ (14)

piicemz, tento vztah bere v Gvahu tléki3 bariéryl.
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6 DISKUZE A VYSLEDKY

6.1 Sestrojeni kalibraénich krivek

Pro gesné stanoveni okamzité koncentrace vzorku bylotEy sestrojit kalibréni
kiivky zavislosti absorbance na koncentraci. Vzorky azdou kalibréni kiivku byly
piipraveny ze zasobnich roziokiisluSnych barviv a roztdkkovi fedénim. Timto zgisobem
byly sestrojeny kalibrni kiivky pro vSechny difizni sondy, hodnoty &mic &chto gimek
Ize taktéZ chapat jako extitki koeficient. Jejich hodnotyfpdané vinové délce jsou uvedeny
v nasledujici tabulce.

Tabulka 4 Naneirené extinéni koeficienty i dané vinoveé délce

difuzni sonda extinkéni koeficient e (mol.g*cm™) vinova délka (nm)
chlorid méd’naty (dihydrat) 0,0787 825
methylenova moid 179,50 665
rhodamin 6G 255,41 525
chicago blue 6B 82,91 618
fluorescein 108,02 487

Tyto experimentélé stanovené hodnoty extitikich koeficienk se 1iSi od tabelovanych
hodnot, ovSem jejich fgbéh je linearni, a proto relatiénvztazené zavislosti poskytuji
vérohodna data.

6.2 Vliv pridavku HK do agarozového gelu n&as prichodu

Z vysledka stanovenych pro difuzi methylenové niioge patrné, Ze fidavek HK do
gelové matrice zagini jednak pokles efektivniho difizniho koeficienfnizSi snérnice
piimky prokladajici oblast nastu koncentrace vifimaci cele) a také se tentdigavek
projevi prodlouzenintasu péichodu bariérou. Srovnani gqiehu difaze rhodaminu skrz
agardzovy gel a agarézovy gelisdavkem HK je patrné na obrazku 23.

40



0,80 . =
) ]
| ‘“AA
0,70 f .
.l AAA‘
t
0,60 | . !
] A‘A
* ] AA
[ |
—~ 0,50 - ; . A
%. s .l A‘“
£040 ¢ -
cgs . .- f B RH bez HK
_\40,3o, . - A A RH s HK
® vy ¢ RH membréana
. | A
L
0,20 1 o oy Va
L 4 ]
|
0,10 f u
L:ALA
g
0,00 AN ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
¢as (hod)

Obr. 23 Nérist koncentrace ndase ve zdrojové cele pro rhodamifee membranu,
agarozovy gel a gel ssjgavkem HK

Na obrazku 23 je uvedena zavislost proSlého mnbzbtydaminu natase pro zna
difdzni média, ostatni pbehy jsou uvedeny viflohach na konci dokumentu.

Z grafu dobe patrne, Ze zgatku nelze pozorovat ngst koncentrace barviva vipmaci
cele. Tento ndist je patrny az poititém dase ¢as pfichodu).Cas pfichodu média fescisty
agardzovy gel je nizsi, nez vipadt s pidavkem HK do gelové matrice. Lze tedy usuzovat,
Ze kladg nabité ¢astice barviva jsou zadrzovany vlivem elektroskgtit interakci se
zéaporr nabitymi HK.Cas pfichodu se d& matematicky stanovit prolozenfimRy v oblasti
linearniho nakstu koncentrace vifimaci cele — z rovnice tétaipky se da snadno sfitat

priasetik s 0sowx, ktery reprezentujéas pfichodu.

V piipack cistého agar6zového gelu je prostigstic hnan koncenttaim gradientem, ale
brzden siti gelu, picemz¢astice barviva s gelem neinteraguji. Wpact gelu s pidavkem HK
roste mnoZzstvi ffitazlivych interakci. Lze f@dpokladat, Ze porozita i tortuozita gelu s HK je
prakticky stejna, jako vifpadt cistého gelu, protoze nizkyiidavek HK (setinovy co do
hmotnostniho obsahu ve srovnani s obsahem agavagigi zakladni strukturni motiv gelu).
Castice se tedyipprichodu gelem vazi na strukturu HK a neprochazi paateymi pory.
PozvolrgjSi nast koncentrace barviva ¥ipmaci cele v pipadt piidavku s HK souvisi
piedevsim se z#mou hnaci sily difuze, tj. koncentrdho gradientu mezi zdrojovou a
piijimaci celou difazni aparatury — ke dochazet k zakoncentrovavani barviva jak na
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povrchu gelu (koncentéai skok na rozhrani gelu a roztokucgsto pozorovanym zvlastnim
piipadem fazové rovnovahy, viz. [54]) , tak také Wgeobjemu, coZz vede Kimému
ovlivnéni rychlosti transportéastic barviva skrz gel. Toto tvrzeni korespondugerbzdily
spaitaného mnozstvi barviva v gelu bez respektivéidapkem HK, uvedenym v tabulce 5
dale vtextu. Zmna ¢asu ptichodu je uvedena na obrazku 24. Konkrétni hodnsby |
uvedeny v piloze na konci dokumentu.
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Obr. 24 Zrena casu prichodu @i pridavku HK do gelové matrice

Z grafu vyplyvd, Ze HK skute¢ prodluzuji dobu prchodu bariérou vifpads
kationaktivnich barviv. V fipact anionaktivniho barviva fluorescein doslo naopgloklesu
¢asu phichodu. Tento pokles je praygbdobr zpisoben odpudivymi silami mezi
fluoresceinem a HK, jev je potvrzen i zvySenim &fekho difuzniho koeficientu (uvedené
nize). Odpudivé sily mezi barvivem a pevnou sitiu geravdpodobrg soustedi sngr
piestupu molekul barvivaipmo do volnych par, a tedy barvivo nema tendenci prostupovat
hloukgji do struktury gelu.

V grafu nejsou uvedeny vysledky pro chicago bleékgZ toto barvivo prakticky shbec
neprostupovalo skrze gelovoiepazku (i po gti dnech ngfeni nedochazelo k &titelnému
naristu koncentrace barviva ¥ippmaci cele), z tohototd/odu nebylo mozné data vyhodnotit.
Chicago blue neprostupovalo jakep cisty agarozovy gel, takips gel s HK. Lze tedy
predpokladat, Ze molekula tohoto barvivadbuz je ilis velkd na prostup skrze poéry gelu
nebo je pitazliva interakce s agardzou, kterafivdisperzni podil gelu, natolik silna, Ze je
toto barvivo v gelu imobilizovano.

U chloridu méd’natého lze pozorovat pammé malou dobu prchodu, ktera je navic
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prakticky stejna jak pro experimenty $gavkem HK i bez. Tento jev se da vysit tim, ze
kationty C¢* jsou velice malé a nemaji tak problém prostupgies trojrozndrnou gelovou
sit. Mohlo by se sice jevit, Ze interakce neprobihajikoz neni vidt posun doby prostupu,
ovSem hodnoty nasorbovaného mnozstvpfidavku HK ukazuji opak (tabulka 5). Jako dalSi
faktor se projevuje i p®t ¢astic Ca", ktery je rskolikandsob vyssi neZ v fpads
organickych barviv. HK, které jsou v malé konceatranestihaji interagovat se vSemi
¢asticemi a ty potom mohou snaze prochazet geleid. sTento jev by se sice dahsté&né
vyiesit snizenim vychozi koncentrace chlorididimatého, ovsem problémem by bylo snizeni
hnaci sily trnasportu. Hlavnim problémem by vSak lsniZzeni absorbce &la a muselo by
se tedy gstoupit k jinym analytickym metodam, nebo alesgoméreni za pouZziti optické
sondy s ¥tSi optickou drahou.

6.3 Difazni koeficienty

Difazni koeficienty byly stanoveny pomoci vztahvedenych vySe. Srovnani n&enych
difznich koeficieni je shrnuto na obrazku 25, vyjitané hodnoty jsou uvedeny ilpze na
konci dokumentu.

30,00
25,00 -
O membrana
§ OAG
W 20,00 - BAG s HK
0
I
£
*S 15,00 -
S
©
o
X
'S 10,00 -
2
°©
5,00
0,00 _h _L
CuCl2 MM RH FL

Obr. 25 Zavislost hodnoty difuzniho koeficientu na typudasr

Z grafu je patrny pokles difuznich koeficiént pripadt kationaktivnichc¢astic, jako je
CuCk, rhodamin a methylenova migde vidt znatelny pokles diizniho koeficientu po
piidavku HK. Z tohoto Ize tedy usuzovat, Ze probilmgjiazlivé interakce aastice solutu
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jsou tedy brzény v prostupu molekulaméasticemi HK. K nejétSimu poklesu difzniho
koeficientu dochazelo vifpact rhodaminu 6G, coz je patfrzagicinéno velikosti molekuly
barviva, ktera je 8Si nez v pipadt ostatnich.

U fluoresceinu je vi& narst difizniho koeficientu o celjad, ¢imz se potvrdily poznatky
z ¢asu prostupu a lze tedici, Ze grevladajici odpudivé interakce urychluji transp&astic
barviva ve sréru koncentraniho spadu.

6.4 Koncentrace barviva v gelové pepazce

V gelové pepézce (jak sifdavkem, tak bezifdavku HK) se sobovalo &ité mnoZzstvi
piislusnych roztok barviv, respektive #’'natych ionié.. Toto mnozsvi se da stanovit jako
rozdil sodtu koncentraci na konci experimetnu ve zdrojové&ignmaci cele odé&eného od
koncentrace vychoziho roztoku. Konkrétni hodnobyijavedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 5 Koncentrace barviva v gelovégpaZzce po ska@eni experimentu

. koncentrace v gelu koncentrace v gelu
difdzni médium 3 3
bez HK (mol.dm™) s HK (mol.dm™)
. , 4,99E-02 1,48E-01
chlorid med’naty
6,14E-02 6,08E-02
i 1,62E-06 2,44E-06
methylenova mad
2,34E-06 2,29E-06
, 2,95E-06 3,46E-05
rhodamin 6G
3,09E-06 4,74E-05
_ 7,47E-05 1,69E-05
fluorescein
8,11E-05 1,04E-05

Z tabulky je patrné, Zefflavek HK do gelové matrice &pobuje u kationaktivnich barviv
narist koncentrace uvifiigelu. U fluoresceinu naopak dochazi ke snizentdwinacegimz
se ot potvrzuji gredpokladané odpudivé interakce mezi HK a fluoremsrai.
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7 ZAVER

Huminové kyseliny, jako jedna z frakci huminovyditek, se jevi jako velice dobré,
dostupné a levné suroviny pro pouziti utzmych odetvich od zemdélstvi az po
farmaceuticky pimysl. V @irodé zastavaji nenahraditelnou funkci pawdiky svym
schopnostem vazat polutanty, vodu, Ziviny a dakkil

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv huminovych &is na difizni charakteristiky vhodn
vybranych slotenin. Jako difazni médium byl vybrdn agarézovy gl a difazni
parametry byly zkoumany metodou difuzni cely. Jakiftizni sonda byl vybran chlorid
meéd’naty jako zastupce€asto se vyskytujicich polutantv piirodé a rekolik organickych
barviv. Tyto experimenty byly realizovany za lakiorai teploty, neutralniho Hb a
konstantniho mnoZstviiplavanych HK do agarézové matrice. Bylo prokaz&eodK snizuji
difazni koeficient vybranych kationaktivnich sond také Ze ovliviuji dobu pfichodu
bariérou. V pipac anionaktivnich barviv dochazelo k datu difizniho koeficientu vlivem
odpudivych sil mezidgmito barvivy a HK. Bylo taktéz zji8ho, Ze organicka barviva s velkou
molekulou nejsou schopna prochazeéesgpagarézovouippazku i pes silny koncentkai
gradient.

Vysledky koreluji s obecnym tvrzenim, Ze HK jsousede schopny ipodk vazat €zké
kovy a dalSi sloteniny a Ze jsou schopny zpomalovat jejich transpqitde.

Predmétem dalSiho studia by mohl byt WrbdalSich sond, jako jsou anorganické anionty a
prohloubit tak a rozvinout ziskané poznatky uvedernéto diplomové praci. Séasré by
bylo vhodné pokré&vat ve vyvoji dalSich poloautomatickych technilo @nalyzu difiznich
procesi, nagiklad vodivostni sondy, apod.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

9.1 Pouzité zkratky

AG
HK
FK
HU
AAS
HL
MM
IHSS

FZ
RH
FL

agarozovy gel

huminové kyseliny

fulvinvé kyseliny

huminy

atomova absotmi spektroskopie
humnové latky

methylenova motl

mezinarodni spaleost pro humnové slgéaniny
(internacional humic substance society)

Fickiv zadkon
rhodamin
fluorescein

9.2 Pouzité symboly

- = o

N S W T

difuzni koeficient
koncentrace
Boltzmanova konstanta
termodynamickd teplota
polomer

koeficient teni

viskozita

plocha

cas
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10 SEZNAM PRILOH

PRILOHA 1
PRILOHA 2
PRILOHA 3
PRILOHA 4
PRILOHA 5
PRILOHA 6
PRILOHA 7
PRILOHA 8

Kalibracni kiivka pro methylenovou mad
Kalibracni kiivka pro chlorid néd’naty
Kalibraéni kiivka pro fluorescein
Prab¢hy difazi pro methyloenovou mad
Prib¢hy difazi pro chlorid md’naty
Prabehy difazi pro fluorescein

Namegtené difuzni koeficienty

Namgtenécasy prostupu
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PRILOHA 1

2,0 1
1,8 1
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1,0 1
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PRILOHA 3
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PRILOHA 7

difzni koeficient dif. koeficient dif. koeficient
difdzni médium membrana AG AG + HK
[mZ.S—l] [mZ.S—l] [mZ.S—l]
) . 9,19E-10 9,56E-10 2,26E-10
chlorid med’naty
8,56E-10 7,40E-10 5,90E-10
) 2,03E-10 9,04E-11 3,26E-11
methylenova maod
2,18E-10 4 31E-11 4 39E-11
_ 1,42E-10 1,52E-10 1,89E-11
rhodamin 6G
3,58E-10 1,56E-10 1,43E-11
) 1,89E-10 - .
chicago blue 6B
1,21E-10 - -
) 4,34E-10 2,11E-11 2,26E-10
fluorescein
2,55E-10 1,52E-11 4 51E-10
PRILOHA 8
e ¢as prachodu pres AG ¢as prachodu pres AG
difuzni sonda (hod.) s HK (hod.)
. , 0,81 0,83
chlorid med’naty
1,00 0,81
, 5,58 22,99
methylenova mad
5,65 25,37
. 3,14 15,31
rhodamin 6G
3,64 16,80
) 4,21 0,61
fluorescein
6,75 0,13
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