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ABSTRAKT

Néplni této diplomové priace je studium interakci mezi huminovymi Kkyselinami
a modelovymi iontovymi polutanty (organicka barviva, ionty t€Zkych kovl) prostfednictvim
jednoduchych difiznich experimentt v diftzni cele. Hlavnim cilem bylo zhodnotit vliv
naboje difiznich sond (rozpusténych liatek) na interakci shuminovymi Kkyselinami
imobilizovanymi v modelové hydrogelové fazi. Jako vhodné modelové polutanty byly
zvoleny méd'naté ionty jako zastupce téZkych kovu a organickd barviva (methylenovd modr,
rhodamin, fluorescein a chicago blue). Ziskané informace poslouzi k prohloubeni znalosti
tykajicich se pfirozenych bariérovych vlastnosti huminovych kyselin a daji se taktéz vyuzit
pro zavedeni jednoduchych laboratornich diftiznich technik pro zkoumdéni reaktivity
biopolymeri obecné.

ABSTRACT

The content of this diploma thesis is study of interactions between humic acids and model
probes (such as organic dyes and ions of heavy metals) by the simple diffusion experiments
in diffusion cell. The main aim was to desctibe the influence of charge of different diffusion
sonds (solved substances) on interactions with humic acids imobilized in model gel phase. As
a appropriete model probe was chosen copper ions (as a representation of heavy metals) and
organic dyes (methylene blue, rhodamine, fluorescein and chicago blue). Experimental results
could be used to improve knowledge based on natural barier properties of humic acids and to
inovate simple diffusion laboratory techniques for characterization of reaktivity of
biopolymers in general.

KLICOVA SLOVA:

difdze; difizni koeficient; huminové kyseliny; agar6za; studium interakci; hydrogely
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1 UVOD

Transportni systémy a jevy jsou nedilnou soucdsti kazdodenniho Zivota. Vyskytuji se a
probihaji v§ude kolem nds a jsou i nasi soucésti, bez nich by neexistoval Zivot, jak jej zndme.
Jedna se napiiklad o transport Zivin a vody v pud€, proudéni vody v ocednech, tvorba ropy a
podobné. T samotné existence Zivych organizni je zaloZena na vymeéné latek, interakcich a
v neposleni fad€ na diftzi.

Motivaci k vypracovdni této diplomové price bylo objasnéni vlivu ptidavku
biopolymernich lidtek na diftzni procesy probihajici v hydrogelovych transportnich
systémech.

Price je zamé&fena na vyvoj a testovdni nové metodiky studia interakci mezi reaktivnim
biopolymerem (v nasem pfipadé mezi huminovymi kyselinami) a nizkomolekuldrni
rozpusSténou litkou, a to z hlediska hodnoceni bariérovych schopnosti biopolymeru —
konrkétn€ byl studovan vliv zminénych interakci na rychlost transportu iontovych solutt
v prostiedi s obsahem huminovych latek. Jako hlavni hodnotici parametry interakce
iontovych difuznich sond a huminovych kyselin byly stanoveny efektivni hodnoty diftiznich
koeficient a také Cas pruchodu difundujici latky skrz bariérovou piepazku ve forme
hydrogelu. Dal$imi efekty, jejichz vliv byl studovdn, byl vliv charakteru solutu (byly
studovany soluty ruzného ndboje, ruzné velikosti molekul) a v neposledni fadé také
koncentrace difundujici latky v matrici hydrogelu. Metodika je testovdna na skupiné difiznich
sond, reprezentujicich modelové polutanty, jejichZ transport v ekosystému (napt.v pud¢), je
vyrazn€ ovlivnén praveé piitomnosti huminovych litek. Jako modelové difizni sondy byla
proto vybrédna kationaktivni organickd barviva (methylenova modf, rhodamin 6G) a to z toho
divodu, ze pro tyto latky jsou oCekavany pritazlivé elektrostatické interakce s anionaktivnimi
huminovymi kyselinami. TaktéZ byly zkoumdny interakce pro anionaktivni organickd barviva
fluorescein a chicago blue, kde se naopak daji pfedpoklddat odpudivé interakce mezi timto
barvivem a huminovymi kyselinami. Pro posouzeni vlivu velikosti difundujici latky byl
zahrnut také chlorid méd’naty, ktery zaroven predstavuje modelovy té€zky kov, jehoZ transport
v Zivotnim prosttedi je peclivé kontrolovén .

Jak jiz bylo zminéno, bariérové schopnosti huminovych latek vici uvedenym solutim jsou
charakterizovany na zdklad¢ urCeni vybranych difiznich parametrd. Pro tyto experimenty
byla pouZzita difizni cela s gelovou piepazkou. JelikoZ byly zkoumdany elektrostatické
interakce mezi negativné€ nabitou huminovou kyselinou a barevnymi ionty kovu, respektive
barviv, byla jako analytickd metoda pro stanoveni proSlého mnoZstvi vyuzita UV-VIS
spektrofotometrie. Pro stanoveni difizniho koeficientu ve vodé byla pouZita membrana Spi-
pore s presné definovanou velikosti pora (2um). Dale byly stanoveny diftizni koeficienty pro
experimenty s pouzitim Cistého agarozového gelu a s pouZzitim agarozového gelu s huminovou
kyselinou. OdliSnosti v diftiznich parametrech, stanovenych pro gely bez piidavku resp.
s pfidavkem huminovych kyselin, jsou pfisuzovany pravé vlivu specifickych interakci mezi
solutem a pfidavkem huminovych latek v hydrogelovém diftiznim médiu.



2 CIL PRACE

Cilem této prace je objasnéni efektu probihajicich interakci s huminovymi kyselinami na
transport iontovych slouCenin, pomoci difiznich procest sledované v diftizni cele.
Sledovanim a vyhodnocenim probihajicich diftiznich experimenti a pouzitim vhodnych
analytickych metod tedy bylo moZzné popsat charakter a intenzitu téchto interakci.

V piipadé téchto experimentti byly pouZity huminové kyseliny izolované z jihomoravského
lignitu standardni metodou podle IHSS. Jako diftizni sondy (difundujici nizkomolekuldrni
latky) byly zvoleny chlorid méd'naty, methylenovd modf, rhodamin, fluorescein, chicago blue
a pro objektivni posouzeni vlivu specifickych interakci mezi difundujici latkou a difdznim
médiem byly stanoveny vybrané transportni parametry ( difizni koeficient, €as piestupu,
nasorbované mnozstvi).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Difuze a difuzni koeficient

Difizi si lze predstavit jako proces vyrovnavdni koncentraci v prostfedi, kde je
koncentracni gradient. Jednd se tedy o samovolny pohyb molekul prostorem v navenek
nehybném prostfedi. Podstatou tohoto transportu je tepelny (tzv. Browniiv) pohyb [33].
Obecné lze tedy fici, Ze tepelny pohyb molekul je zcela nahodily, ov§em z makroskopického

hlediska je moZné pozorovat pohyb molekul do prostfedi s niZsi koncentraci z oblasti o vyssi
koncentraci [34].

Hnaci silou difiznich procest je rozdil koncentraci transportovaného média v raznych
bodech soustavy. Z termodynamického hlediska vyplyva, Ze pfi konstantnim tlaku a teploté je
zmeéna Gibbsovy energie rovna maximélni prici (jind neZ objemovd) [34], kterou vykona
jeden mol latky pfi transportu z mista s chemickym potencidlem g do mista s chemickym
potencidlem u+d u.

Rychlost diftiznich procesti je umérna velikosti Castic a nepfimo umérna odporu prostied{
(viskozita), ve kterém diftize probihd. Diftize je taktéZ zavisla na teploté a tlaku a jeji prabéh
1ze popsat pomoci Fickovych zakon.

3.1.1 Fickovy zakony

Difize, jak jiZ bylo zninéno vySe, je projevem Brownova pohybu. Hnaci silou je rozdil
chemickych potencidlt difundujici latky (resp. pfi zjednoduseném pohledu rozdil koncentraci,
tj. koncentrac¢ni gradient) v riznych Castech soustavy. Stejné tak transport tepla kondukci
funguje na stejném principu jako difize. Souvislost stémito dvéma dé&ji poprvé objevil
némecky fyzik Adolf Eugene Fick, ktery poprvé matematicky popsal proces difize.

Smér diftize jde vzdy proti sméru gradientu — z prostfedi o vyssi koncentraci do prostiedi
o niz§i koncentraci se snahou vyrovnat koncentraci v celém objemu. Zdkladni vztah pro
rychlost prestupu hmoty ve sméru difize popisuje I. Fickav zakon [1]:

& sp% ()
dt dx
kde S je plocha kolmd na smér difuze, D je difiizni koeficient, nékdy také oznaCovan jako
difuzivita (m*s™"), dn/dt je latkové mnozstvi difundujici latky v ¢ase a dc/dx je koncentracni
gradient ve sméru osy x. Diftzni koeficient jako takovy je dulezity parametr pro porovnavani

diftznich procesu.

Difiize je v podstaté zrcadlovy d€j — dochdzi-li k transportu sloZky jednim smérem
(z koncentrovanéjSiho prostfedi do méne€ koncentrovaného), musi zakonit€¢ dochdzet
k transportu jiné slozZky opacnym smeérem. Z pfedpokladu, Ze v soustavé budou obsaZeny
pouze 2 slozky (diftzni médium a rozpoustédlo), je mozné tyto procesy popsat jednou
rovnici. Pokud tedy existuje diftizni tok slozky 1, zpasobeny jejim koncentraénim gradientem,
musi existovat i stejné velky difizni tok slozky 2, zplsobeny opacnym koncentracnim
gradientem sloZky 2 oprosti slozce 1 [35].

K lepsimu porozuméni diftiznich procest ovsem I. Fickliv zdkon neni dostacujici, jelikoZ
popisuje zménu Kkoncentrace pouze Vv jednom smeéru (staciondrni difdze). K popisu
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nestaciondrni diftze slouzi II. Fickiv zdkon, ktery uZ zohledfiuje zménu koncentrace
v z4vislosti na Case [36]. Pokud plati nezdvislost difizniho koeficientu na koncentraci, ma
I1. Fickav zdkon pro nestacionarni difizi tvar:

% =div(D, - grad c,)= D, -div grad c,. )

Pokud difiize probihd jen v jednom smeéru (napiiklad ve sméru osy x), dd se vySe uvedend
rovnice pro II. Ficktiv zdkon zjednodusit do podoby:

dc d’c
o P ®

kde je moZné najit analogii s rovnici pro vedeni tepla, jak je uvedeno v referenci [37]. Proto je
mozné pozorovat analogii pfi studovani diftiznich procest s problematikou vedeni tepla.

Vroce 1908 odvodi Einstein vztah mezi difuznim koeficientem, koeficientem treni a
absolutni teplotou, zvany pozd¢ji jako Einsteinova rovnice:

kT
D="—, 4
2 “4)

kde kje Boltzmanova konstanta a T je termodynamickd teplota. Pro sféricky symetrickou
Castici o poloméru r pak pro koeficient tfeni B plati Stokesova rovnice:

B=6myr, (5)

kde n predstavuje viskozitu prostiedi. Ze Stokesovy rovnice je patrné, Ze proti diftizné
pohybujici se ¢astici ptsobi odpor prostiedi [1].

3.1.2 Difizni modely

Ackoli by se mohlo zdat, Ze difuzni procesy nejsou piili§ sloZité, skuteCnost je zcela
opacnd. Z tohoto duvodu byl vytvofen souhrn jednotlivych analytickych feSeni Fickovych
rovnic pro rozli¢né pocatecni a okrajové podminky, které jsou vyuzivany pro popis rtiznych
diftiznich procest. Na tomto souhrnu se znac¢né€ podilel napf. John Crank, ktery ve svych
publikacich rozebira tuto problematiku [38].

Jako dva nejjednodussi modely pro popis difiznich procest se pouziva model difiize skrz
tenky film a model volné difiize.

Difiize skrz tenky film

Tento model se vyznacuje tim, Ze predpokladd jednosmeérnou diftizi ve sméru osy x mezi
dvéma dobfe michanymi roztoky o koncentracich c¢; a ¢, skrze nekone¢né tenkou bariéru.
Dal$im z parametrt, ktery je nutno dodrzet, je dostatecné dlouhd doba difize k tomu, aby se
tok latky ustélil. Predpoklada se tedy, Ze difundujici latka se nesorbuje ve struktufe bariéry a
tok latky tedy neni omezeny — jedna se o tzv. ustdlenou difuzi. II. Fickiv zakon je poté mozné
nasledné prepsat do nasledujici podoby:

d’c,
ox*’
pficemz difdzni koeficient D je konstantni [38]. Uvedeny vztah se po zavedeni okrajovych
podminek c¢; = ¢jp pro x = 0 a ¢; = ¢j; pro x = 1 pfejde na modifikovany tvar II. Fickova

0=D-

(6)
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zakona ve tvaru:

¢~ Gy — X ) (7
cy—¢o 1
Z uvedené rovnice je patrné, Ze koncentracni profil uvnitf filmu je linedrni a zavisi pouze
na okrajovych koncentracich, okrajovych podminkach a tloust'ce filmu /. Jelikoz diftizni tok
neni zavisly na Case, tak celkové mnoZstvi latky, které projde skrze tenky film, roste s Casem
linedrné [52]. Rovnici lze taktéz upravit do tvaru pro difizni tok tenkou diftzni bariérou.
Rovnice bude mit poté tvar:

0
A =—Dla—2(c10 —cy). (8)

Volnad difiize

Tento proces si lze predstavit jako difizni transport, pfi némz ¢astice z rozhrani difunduji
do prostoru, ktery I1ze diky své délce povazovat za nekonecny (ve sledovaném case difundujici
Castice nedosdhnou druhého okraje difizniho média).

Difiizni médium na pocCatku obsahuje konstantni koncentraci modelové latky. Pti ndhlém
zvySeni jeji koncentrace na rozhrani se vytvoii lokdlni koncentracni gradient a litka zacne
difundovat hloub€ji do média. Tato zména koncentrace na rozhrani tedy zapfiCini vznik
Casoveé poroménného koncentra¢niho profilu dané liatky. Cely problém spocivd ve stanoveni
zmeény koncentracniho profilu difundujici latky v zdvislosti na zmeéné jeji koncentrace na
rozhrani a Case [52]. Rovnici 1ze odvodit z diferencidlni rovnice (3) po dosazeni piisluSnych
okrajovych podminek. Po dalSich dpravach Fickovych zdkont lze ziskat nasledujici rovnici:

(€))

G~ Co X
——=erf .
Cle — Cio \ 4Dt
Zrovnice (9) vyplyva, Ze difizni tok charakterizujici volnou diftzi je funkci jak polohy,
tak Casu. Dal§imi dpravami predchoziho vztahu dostaneme rovnici:

/4Dt
m = 70(C10 _C1oo)' (10)

Z této rovnice pak vyplyva, Ze celkové mnoZstvi latky pfenesené ptres rozhrani je funkci
odmocniny z ¢asu. Cas, ktery dané misto potfebuje k dosazeni urcité koncentrace, je umerny
jeho vzdalenosti od rozhrani a pfevracené hodnoté jeho difizniho koeficientu.

3.2 Metody pro stanoveni difazniho koeficientu

Metody pro meéteni diftizniho koeficientu se daji rozd€lit do dvou hlavnich skupin. Jedna
se o metodu volné difize a metody, pfi nichz se méii rychlost prichodu difundujici latky
porézni membranou. Novéjsi metody, vhodné hlavné pro Castice jakékoli velikosti a tvaru,
jsou zaloZeny na méfeni kvazielastického rozptylu svétla [2].

3.2.1 Metody volné difiize

Roztok difundujici latky se uvede do styku s rozpoustédlem tak, aby mezi nimi vzniklo
dobfe definované ostré koncentraCni rozhrani. Soustava je pak po urCitou dobu udrZzovéna
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pii konstantni teploté, chrdnéna pfed otfesy a za takovych podminek, kdy je vyloucena
konvekce. Pivodné ostré koncentracni rozhrani se v disledku difize rozplyva a vhodnou
analytickou metodou (sledovdnim charakteristickych zmén barvy, absorpce svétla nebo
indexu lomu apod.) se zjiStuje rozdéleni koncentraci s mistem a Casem. Difizni koeficient se
vyhodnocuje z integrovaného tvaru II. Fickova zdkona (rovnice 2). Metoda neni vhodna
pro koloidni systémy, protoZe difize zde probihd tak pomalu, Ze doba pokusu by byla velmi
dlouhd [2]. Schématické zndzornéni volné difize je uvedeno na obrazku 1.

EEEET

v
}
ta) $ |
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i
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- deidy - da/dv - dody - de/dy

Obr. 1 Volnd difiize [2]

3.2.2 Meéreni rychlosti pruchodu porézni prepazkou

Mérna cela je poréznl’ pfepaiikou rozdélena na dvé éaisti kterd se naplni nahofe
bé&hem pokusu promlchavany z toho divodu, aby nevznlkaly lokdalni koncentracnl gradienty.
Z koncentraci ¢y, ¢ zjiStovanych v riznych Casovych intervalech 7;, 7, je mozno stanovit
prodifundované mnoZzstvi Am a podle 1. Fickova zdkona vypocitat difizni koeficient. Tento
zpusob méfeni je vhodnéjsi pro sledovani difize nizkomolekuldrnich latek nez pro koloidni
systémy [2]. Tento typ méfeni je takt€Z mozZné realizovat v horizontdlnim uspofadani (toto
usporadani bylo pouZito pro experimenty souvisejici s touto diplomovou praci), kdy je
membrdna, €i gelovd prepdZzka umisténa svisle. Vyhoda takto uloZené cely je v tom, Ze pfi
piipadném vzniku bublin nedochdzi k jejich hromadéni pod membranou, piipadné gelovou
pfepazkou. Snazsi je i plnéni cely roztoky, které jsou nalévany soucasné do obou komor.
Dalsi z vyhod horizontalniho uspofddani je moznost odebirani vzorkd i béhem experimentu,
jelikoz jsou obé komory shora pfistupné. TaktéZ je moZné méfeni automatizovat pomoci
vhodnych sond ponofenych do jedné z komor diflizn{ cely (zpravidla pfijimaci).
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Obr. 2 Difiize porézni prepdzkou [2]

3.2.3 Stanoveni difazniho koeficientu zaloZené na méreni kvazielastického
rozptylu svétla

Dopadajici a rozptylené svétlo nema stejnou frekvenci, jako je tomu u elastického rozptylu
svetla. Rozptylené svétlo obsahuje spojité spektrum sloZek, které se svou vinovou délkou
ponékud lisi od primdrniho paprsku. V disledku nahodilého tepelného pohybu rozptyluji
Castice, svétlo se zvySenym nebo snizenym kmitoCtem, podle toho, pohybuji-li se k nebo
od detektoru zdareni. Spektrum rozptyleného svétla je pak symetricky rozloZeno kolem
kmito&tu primarniho paprsku. Sitka piku v poloving jeho vyiky je pifmo imérnd difiznimu
koeficientu. Jako zdroje se pouZziva laserového paprsku o pfesné definované frekvenci [2]. Je
vyuZivan &erveny laser o vlnové délce 633 nm, timto laserem je osvétlen vzorek. Céstice,
které se pohybuji na zdkladé Brownova pohybu, jsou zdrojem rozptyleného svétla. Principem
metody kvazielastického rozptylu svétla je sledovdni ¢asového vyvoje fluktuaci intenzity
rozptyleného svétla témito Casticemi [2].

f|~||
!
!

Iy

2

@y @, —» (1)

Obr. 3 Intenzita rozptyleného svétla I v zavislosti na jeho frekvenci
Iy intenzita rozptyleného svétla v maximu, ®, — frekvence primdrniho paprsku,
12 — frekvence odpovidajici poloviné maximdlni intenzity [2]

3.2.4 Difuze v difazni cele

Difiizni cela je drobné laboratorni vybaveni, které primarné slouzi ke studiu penetrace
léciva €i aktivni litky skrz lidskou pokozku [58]. V naSem piipadé byla difizni cela
optimalizovdna pro meéfeni diftznich procest skrz hydrogelové prepazky o definované
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tlouStce a tvaru. Skldda se z dvou oddélitelnych komor, mezi néz l1ze vloZit porézni piepazku
v podobé membran nebo tuhych ¢i polotuhych (napf. hydrogelovych) vzorka uchycenych
ve vhodné formé. Do kazdé zkomor oddélenych porézni prepazkou je nalit razné
koncentrovany roztok diftizni sondy (latky, jejiz difize je v experimentu sledovdna) a vlivem
gradientu koncentrace zapoCne samotnd diftize, kterd s rychlosti charakteristickou
pro studovany materidl vede k vyrovnavani koncentraci sondy v obou komoréch difizni cely
[5]. Na nasledujicim obrdzku je uvedeno jednoduché schéma horizontdlni diftizni cely,
rozméry odpovidaji rozmérim nami pouzivané cely.

“ nalévaci hrdlo | nalévaci hrdlo

\y misto pro sondu
‘ | forma s gelem

) ) |

zdrojova cela A pfijimaci cela

60 cm® i 60 cm®

magnetické michatko plast pro temperaci
drzak

Obr. 4 .Schéma horizontdlni difiizni cely

Pro stanoveni mnoZstvi proSlé difundujici latky se pouzivd fada analytickych metod,
v zévislosti na charakteru této latky. Pro stanoveni koncentrace iontovych sloucenin (zejména
anorganickych sloucenin tézkych kovl) je vhodné a jednoduché pouziti UV-VIS
spektrofotometrickych metod. TotéZ plati pro organické iontové slouceniny, napf. barviva.

Difuzni koeficient pro experimenty v difuzni cele se da stanovit pomoci nasledujiciho
vztahu [43]:

C1,zdrojova — €1, phijimaci
D= 1 ln (I,Zdl‘OJOVd 1, ptij )0 , (11)
Bt (Cl,zdrojové €y, piijimaci ),
kde symbol S vyjadiuje konstantu aparatury (v cm™) a lze stanovit pomoci nésledujiciho
vztahu [43]:
ﬂ:A'Sln[ I 1 } (12)
l Vzdrojové Vpﬁjl’maci

kde A je plocha, ptes kterou litka difunduje, £reprezentuje rozdélovaci koeficient na rozhrani,
[ je efektivni tloustka membréany a V je celkovy objem cely.
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Z hlediska Casové naroCnosti experimentt (diftize pres gelové prepazky mohou probihat
i nekolik dni) je vhodné, pokud se alespori Cast mé&feni dd automatizovat. V téchto piipadech
se da vyuzit vhodnych UV-VIS sond spojenych s poc¢itaCem, kde je mozné nastavit vhodny
interval mezi méfenimi.

3.3 Huminové latky

3.3.1 Obecna charakteristika a struktura huminovych latek

Huminové latky (HL) tvofi zdklad organické hmoty pady [3]. Jedna se o piirodni latky
(smes organické hmoty) obsazené v piidé a kaustobiolitech (raselin€, hnédém uhli a lignitu).
Jako dulezitd slozka pudy vznikaji biochemickymi pfeménami (tlenim) organickych
(ptevazné rostlinnych) zbytkli a jsou soucasti piirodniho humusu. Jedna se o smés humind,
huminovych kyselin a fulvinovych kyselin [8]. MnoZstvi uhliku, ktery se vdZe na huminové
kyseliny puady, raSeliny a uhli, téméf Ctyfikrat prevySuje mnozstvi uhliku vazaného
v organické sloZce vSech rostlin a ZivoCicht na celém svéteé [4]. MnoZstvi HL v pfirodnich
matricich se pohybuji od stopovych mnoZzstvi (jily, pisky), ptes jednotky (béZzné zeminy),
az po desitky procent (hn&dé uhli, lignit) [7]. Posledni zmifiované matrice tak jevi jako
vhodné zdroje pro ziskdvani huminovych latek. Huminové litky jsou latky o velkém rozsahu
molekulovych hmotnosti, jejichZ centrem je jddro aromatického charakteru, obsahujici téZ
kyslikaté a dusikaté heterocykly. Na toto jddro navazuji fetézce alifatického charakteru
s bohatym obsahem riznych funkcnich skupin. Jde o karboxylové a hydroxylové skupiny,
ovSem celkovd struktura HL se jeSté nepodafila zcela identifikovat [3].

Huminové latky se daji rozdélit do tif skupin vzhledem Kk jejich acidobazickym
vlastnostem:

® fulvinové kyseliny (FK), které jsou rozpustné v kyselindch i zdsadach

® huminové kyseliny (HK), které jsou nerozpustné v neutrdlnim a kyselém prostredi,
naslednym okyselenim humétu (roztok HK v hydroxidu) 1ze HK precipitovat z roztoku
a tim padem je ziskat ve forme hydrogelu [18]

e huminy (HU), které nejsou rozpustné jak v kyselinédch, tak v zdsadach.

Jednotlivé frakce je od sebe mozné na prvni pohled rozeznat jejich zbarvenim (FK jsou
zbarveny do Zluta, HK jsou Sedé az hnédé a HU jsouzpravidla Cerné). I pfes zménu barvy je
chemické sloZeni HL podobné, nicméné¢ jejich fyzikdlni a chemické vlastnosti se znacné lisi,
jak je uvedeno na obrazku 5 [8].
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Huminové latky

fulvinové kyseliny | huminové kyseliny huminy

2000 narust molekulové hmotnosti 30000
45 % narust obsahu uhliku 62 %
48 % pokles obsahu kysliku 30 %
» pokles kyselosti >
» pokles stupné rozpustnosti »

Obr. 5 Zdkladni vlastnosti huminovych ldtek [39]

Co se tyCe dalSiho rozdé€leni, je mozné HL délit dle jejich molekulové hmotnosti. FK
disponuji molekulovou hmotnosti okolo 2000 Da, z ¢ehoZ plyne, Ze tato frakce ma nejnizsi
molekulovou hmotnost z dané skupiny latek. Tato skute¢nost je zpusobena niz§im poctem
kondenzovanych aromatickych cykli a charakteristickych funkcnich skupin (pfedev§im
karboxylové a fenolické) v jejich struktufe. Z tohoto divodu jsou huminové kyseliny
nerozpustné v kyselych roztocich na rozdil od FK, které maji vétsi obsah kyselych funkcnich
skupin (COOH, OH), a proto je mozné rozpustit v Sirokém rozsahu pH. FK je tedy mozZné
fadit mezi nizkomolekuldrni latky, zatimco HK a HU se oproti FK jevi jako latky
vysokomolekuldrni. Z obrdazku 5 ddle vyplyva, Ze jednotlivé frakce HL se 1iSi taktéz, co se
tyCe zastoupeni uhliku a kysliku v jejich struktufe. Je ziejmé, Ze obsah uhliku bude vyssi
u frakei s vE&t$i molekulovou hmotnosti (roste od FK k HU). Pfesné€ naopak je tomu v piipadée
kysliku, kde jeho obsah klesd od FK po HU. Tato skuteCnost je zptsobena vyS$$im poctem
karboxylovych skupin ve struktufe FK, které taktéz zpusobuji vyssi kyselost této frakce oproti
ostatnim.

Co se tyce rozpustnosti, jsou FK a HK rozpustné v alkalickém prostfedi. Nerozpustnost
HK v kyselém prostiedi je zptisobena faktem, Ze pii nizkém pH je vétSina karboxylovych a
fenolickych skupin naprotonizovdna — jsou tedy v nedisociované podobé&. Pti zvySovani pH
dojde nejprve k disociaci karboxylovych skupin a ndsledné fenolickych, coZz vede
ke zvySovani rozpustnosti v daném roztoku [9].

3.3.2 Tvorba a vyuziti huminovych latek

Ackoli se studiu huminovych latek vénuje stale vice védeckych tymu, jejich presnd
struktura zatim neni zcela objasnéna. Zminéné je dano tim, Ze se nejednd pouze o jednu
konkrétni latku, ale o smés vice latek, které je mozné charakterizovat na zdkladé jejich
rozpustnosti v rizném rozmezi pH. Z tohoto divodu bylo nutné vytvofit jakousi standardizaci
v procesu ziskdvani HL dle norem IHSS [18]. Podobné je tomu i v piipad€ popisu vzniku
huminovych litek v pfirod€. Je zfejmé, Ze se jednd o sloZity proces a existuje ne€kolik teorii
tohoto vzniku, jednd se o takzvany proces humifikace. V literatufe jsou nejcastéji uvadény tfi
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zakladni mechanismy humifikace. Jedna z nejstarSich teorii vzniku HL tvrdi, Ze HL vznikaji
z lignifikovanych pletiv rostlinnych zbytkl degrada¢nim zptsobem (tzv. lignitovd teorie [9]).
Tato teorie byla zvefejnéna v roce 1932 Waksmanem. Dalsi z teorii o vzniku HL je teorie
polyfenolovd [9], kterd je dnes ve védeckych kruzich nejcastéji sklofiovdna. Za zminku stoji
také reorie kondenzace sacharidii s aminy, kde vznikaji nejprve nizkomolekuldrni organické
latky, z kterych jsou néslednou oxidaci, kondenzaci a polymeraci tvofeny samotné HL [9].

Jak jiz bylo zminéno, popis konkrétnich procest neni zcela jednoznacny a lze tedy fici,
7e kazda z teorii alespon z Casti odpovidd skuteCnosti, proto se teorie ¢asto kombinuji.

zbvtky rostlin _ modifikovany
lignin

A

transformace mikroorganismy

v
cukry polyfenoly aminoslouceniny  ligninové
dekompoziéni
‘ ‘ produkty
Y
<
kondenzace ¢ . :
WK1 . . agninova
cukri chinony poly- “chinony sorie
. feori
s aminy fenolovi
feorie

P huminové latky

Obr. 6 Teorie vzniku huminovych ldtek [22]

Huminové kyseliny spolecné s FU a HU jako takové jsou lidstvem vyuZiviany uZz
od praddvna, ackoli diive lidé o jejich existenci neméli tuSeni. I tak zeméd€lci védeéli,
jak dilezity je podil humusu na drodnost pud bohaty praveé na huminové latky. Dalsi masovou
aplikaci, kde je mozna se s HL setkat je prumysl energeticky, kde se v tepelnych elektrarnach
vyuziva spalovéni uhli. Lze fici, Ze ¢im je uhli star§i, tim mensi podil HL je v ném zastoupen
a zaroven poskytuje vétsi vyhfevnost. Z tohoto duvodu se HL extrahuji z hnédého uhli,
piipadné z lignitu, kde podil HL je jeSte vyssi. Ekologické ndroky jsou rok od roku pfisné€jsi a
tak neni divu, Ze se od spalovani fosilnich paliv upousti a hodnotné suroviny pak nalézaji
uplatnéni i v jinych odvétvich a aplikacich. HL se tedy daji uplatnit predev§im v zemeédelstvi
a pramyslu, ale i napfiklad v ochrané Zivotniho prostiedi a farmacii. Dobré rewiev, zabyvajici
se konkrétnimi aplikacemi HK, obsahuji reference [10][11].

V zemédé€lstvi je vyuzivano predevSim pozitivniho vlivu HL na strukturu pady, obsah
Zivin a v neposledni fad€ na zadrZovani vody a vazani tézkych kovi. Konkrétné¢ HK vytvareji
v pudé pory, napomdhaji pifi transportu zivin a taktéZ stimuluji rast mikrofléry. To je
koneckoncti divod, pro¢ se pridavaji do fady pouzivanych hnojiv. Ve spojeni s raselinou,
véapenatymi solemi HK a FK lze dosahnout velice pozitivnich vysledkl pfi ristu rostlin,
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kde se tato smeés aplikuje piimo na listy. Dalsim piikladem muZe byt i kombinace humatu
amonného se syntetickymi polymery, kde byl dokazan taktéz ptiznivy vliv na rast rostlin [12].
Dalsi aplikaci, kterd je ve spojeni se zemé&délstvim, je Zivo€iSna vyroba, kde bylo prokdzano
zvySeni télesné vahy dobytka pfi pouZziti krmiv s HK [13].

V pramyslu se HK vyuzivaji napfiklad ve stavebnictvi, kde se pouZzivaji jako hydrofébni
plniva do cementtl, kde je pomoci HK mozné fidit proces vytvrzovani a fidit taktéZz smacivost
tvoficich se povrchi. Obdobnym zptasobem se vyuziva vlivu HK i v keramickém primyslu.
Jako dalsi priklad 1ze uvést vyuziti HK ve vyrobé& brusnych kapalin (jak na vodni, tak olejové
bazi), kde ovliviiuji viskozitu a slouZi i jako emulgétor. V neposledni fadé€ jsou HK vyuZivany
v koZedélném a papirenském pramyslu, pfedevs§im pro svoje tmavé zabarveni.

V oblasti ochrany Zivotniho prostfedi jsou HK vyuZiviny zejména pro jejich schopnost
vazat tézké kovy, toxické latky jako naptiklad pesticidy, polycyklické slouceniny, kyanidy,
barviva, detergenty a dalsi. Toto ¢isténi je mozné provadét jak v puade, tak i v pripadé€ Cisténi
vod. Odstranovanim fenolti z vody pomoci HK se vénuje prace [14]. Za zminku také stoji
testovdni humdatu vapenatého jako iontové vymeénného materidlu, ktery je schopny sorbovat
radioaktivni latky z produkti elektrarenského prumyslu a taktéz je schopny vazat chemické
bojové latky pfi likvidaci chemického arzenélu [15].

Pro farmaceutické a kosmetické vyuziti jsou HK pouZivany zejména pro svoje antivirové,
lazenskych procedurach. HK jsou pouZzivany i pro vyrobu potravinovych doplika, kde je
ovSem problém (stejné jako ve farmaceutickém pramyslu) s odstranénim neptivabného
zabarveni, aniZ by doS$lo k odstranéni jejich d€inku. V posledni dobé€ je k HK nahliZzeno také
z dGivodu jejich moZného vyuZiti pro vyrobu 1é&iv. Uginky HK jsou podobné jako v piipadé
heparinu a estrogenu, dokonce byla v laboratornich podminkach sledovédna tc¢innost pfi 1éCeni
rakoviny dé€lohy laboratornich zvifat. Byly ovS§em pozorovédny negativni ucinky, predev§im
jde o fakt, Ze HK mohou zptisobovat mutagenezi DNA [7]. Dobry souhrn biomedicinskych
aplikaci a vycet zdravotnich rizik spojenych s HK popisuje reference [11].

3.3.3 Huminové kyseliny

Jak jiz bylo uvedeno diive, huminové kyseliny jsou pfirodni latky vyskytujici se prevaznée
v pudé. HK jako jedna z frakci HL se od ostatnich frakei 1isi sloZenim, potazmo rozpustnosti,
kdy se rozpousti v roztocich zdsaditého charakteru a nerozpousti se v kyselindch. Z hlediska
prvkového sloZeni je v jejich struktufe obsazen uhlik, vodik, kyslik a dusik. Problematické je
ovSem sestaveni konkrétnich strukturnich vzorci. HK extrahované z rtznych pfirodnich
matric se svoji strukturou li$i a da se fici, Ze se v podstaté jedna o smés ruznych struktur HK.
Z tohoto duvodu se konkrétni vlastnosti jednotlivych HK z riznych zdroji mohou znacné
lisit, ackoli zdkladni struktura je stejnd. Jednim ze zpusobu, jak se daji HK charakterizovat, je
zastoupeni funkCnich skupin v jejich struktutfe, pfiCemZ celkovd kyselost je nizsi,
nez v piipadé FK.

3.3.4 Extrakce huminovych kyselin z prirodnich matric

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, HK jsou soucasti pudy a pro jejich pouziti je tedy nezbytné
nutné je oddelit od ostatnich slozek, ve kterych se pfirozené vyskytuji. VeSkeré extrakéni
techniky by ov§em mély spliovat nékolik nasledujicich kritérii — nesmi ovliviiovat fyzikalni
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a chemické vlastnosti HK, vzniklé extrakty HK by nemély obsahovat anorganické piimeési,
vzorek by mé&l obsahovat veSkeré frakce HK piitomné ve vychozi matrici a zaroveni by méla
byt extrakéni metoda pouzitelna pro rizné vychozi matrice (rizné zdroje) [16]. Pro nasledné
pouziti v riznych odvétvich je také kladen daraz na Cistotu a nepfitomnost bakterii a toxinu
(napf. pro pouziti ve farmacii a potravinovém pramyslu).

Samotné extrakce se daji rozdé€lit do n€kolika skupin, toto rozdé€leni provedl Stevenson
roku 1982, kdy klasifikoval extrakce na alkalické extrakce (vytéZnost az 80 % organické
hmoty pudy), neutrdlni extrakce (vytéznost do 30 %) a kyselé extrakce (vytéZnost zpravidla
také do 30 %) [17]. Obecné jsou nejrozSifenéjSi zmifiované alkalické titrace — z tohoto
divodu jsou tedy presné definovany dle THSS [18]. Pfi této metodé se jako extrakéni Cinidlo
pouzivd smés hydroxidu sodného s pyrofosfatem sodnym. Pro tuto metodu byla zkoumdna
ifada dalSich extrakCnich Cinidel, ovSem Zddné dals$i Cinidlo neposkytovalo takovou
vytéznost. V piipad€é smeési s hydroxidem se dd dosdhnout az dvoutfetinové vytéznosti
z puvodni organické hmoty. Kyselina chlorovodikovéd je nasledné vyuZivana jako srazeci
Cinidlo. Za touto extrakci nédsleduje purifikace a poté nasleduje dialyzace (slouzi k odstranéni
dalSich nizkomolekuldrnich frakci, jako jsou ionty a nizkomolekuldrni HK). Pro proces
dialyzace se pouZziva specidlnich membran s pfesné definovanou velikosti péru (tzv. cut off).
Pfes membrianu mohou prochdzet nizkomolekuldrni 14tky, zatimco vysokomolekuldrni latky
se usazuji na povrchu membrany. Zminény dialyza¢ni postup se opakuje, dokud roztok HK
vykazuje piitomnost chloridovych iontd. Pfitomnost chloridovych ionti se di dokazat
vznikem bilé srazeniny po pfiddni dusiCnanu stiibrného (vznikd chlorid stiibrny). Takto
piipravené HK jsou ndsledné lyofilizovany. K dosaZeni poZadované Cistoty (obsah popela) a
vlhkosti je moZné proces purifikace a lyofilizace moZné né€kolikrit opakovat. Pfesny postup je
moZzné najit na portalu ISSH [18].

3.3.5 Struktura huminovych kyselin

Jak jiz bylo v pfedchozich odstavcich uvedeno, struktura HK doposud neni zcela
objasnéna. Vyzkum struktury je tedy v soucasné dobé pfedmétem zdjmu mnoha védeckych
[19]. T pfes zmin€nou ndrocnost tohoto studia je nutné k dokonalému pochopeni vyznamu
téchto latek znét jejich pfesnou strukturu.

«, ee

raznych teorii. Za zminku stoji (dnes jiZ z historického pohledu) hypoteticky model struktury

v 2

HK, ktery predstavil Stevenson, ktery pohlizi na HK jako na makromolekuldrni slouceniny

vvvvvv

Kickutha, ktery vnima strukturu HK jako polymerni [20]. Naznaeni struktury HK dle
Stevensonovy teorie je uvedeno na obrazku 7. Struktura HK dle Kickutha je uvedena na
obrazku 8.
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Obr. 7 Struktura huminovych kyselin podle Stevensona (1982) [17]

Obr. 8 Strukturni model HK dle Kickutha (1972) [40]

VySe dva uvedené modely struktury HK jsou jen jedny z mnoha moZnosti, jak se dd na
strukturu HK nahliZet, existuje 1 celd fada dalSich moZnych struktur. Napiiklad model dle
Schnitzera a Schultena predpokladd mnohem sloZitéjsi strukturu, jak je uvedeno na obrazku 9.
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Obr. 9 Struktura HK dle Schnitzera a Schultena (1993) [41]

Vyse zminéné modely pfedpokladaji, Ze HK se daji chdpat jako ohebné polelektrolyty,
které v roztocich zaujimaji konformaci ndhodného klubka rizného tvari a velikosti
v zavislosti na riznych parametrech, jako je napiiklad pH roztoku nebo ndboj na fetézci a
podobné. V zdsaditém prostiedi se tedy dd predpoklddat protdhly tvar, zatimco v piipadé
kyselého prostredi HK zaujimaji strukturu smr§t€éného klubka, ¢imz se vysvétluji rozdily
v rozpustnosti v zdvislosti na pH, probirané vySe. Predpoklddd se, Ze karboxylové skupiny
jsou pfi nizkém pH naprotonizovany a dochdzi ke koagulaci. S postupujicim Casem a za
pouZziti novych analytickych metod bylo ovSem prokdzdno, Ze polymerni struktura HK
neodpovidd skuteCnosti [21]. Podle dalsi pfijimané teorie je mozné HK definovat jako
supramolekuldrni agregdty nizkomolekuldrnich substanci, které jsou vdzany nekovalentnimi

interakcemi, mezi které patii slabé fyzikdlni interakce a komplexace s vicemocnymi ionty
[22].

3.4 Agaréza

Agaréza je linedrni polysacharid, ktery je tvofeny opakujicimi se jednotkami agarobidzy,
pficemZz agarobiéza je disacharid tvofeny stiidajicimi se  galaktézovymi a
3,6-anhydrogalakt6zovymi podjednotkami. Jednd se obecné o nenabity polysacharid, ktery
muiZe obsahovat piimésy sulfitovych a pyruvatovych skupin. Surovinou pro ziskavani
agardzy jsou moiské fasy typu Agarophyte, jednd se o specificky typ Cervené fasy, kterd ve
své bunécné sténé€ vytvaii hydrokoloidni formu agarézy [28].

Agaréza je vyuZivdna predev§Sim pro svoje zajimavé termické vlastnosti. Jednd se
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o takzvany termoreverzibilni polysacharid, coZ se projevuje hysterezi pifi zméné teploty
v urCittm rozsahu. K termoreverzibilnim gelim patii vétSina fyzikdlné sifovanych gel.
Prechod roztoku na gel a naopak neni termodynamicky reverzibilni, nenastdvd pii jediné,
pfesné urCené teploté, jako je tomu u krystalizace a tani Cistych latek. Teplota, pfi niZ koloidni
roztok tuhne v gel - feplota tuhnuti (bod gelace) - je niZsi nez teplota, pti niZ gel pfi zahfivani
pfechézi na sol - teplota ztekuceni, a ob€ zaviseji na rychlosti chlazeni nebo ohiivani. Rozdil,
ktery pro vétSinu geld ¢ini 10 az 20 °C, lze vysveétlit tim, Ze pfi ochlazovani solu vznikaji
nejprve mélo pevné vazby, které se postupné upeviiuji; aby tyto pevnéjSi vazby byly
pii prevedeni gelu zpét na sol zruSeny, je zapotiebi zahtdti na vyS$i teplotu. Obé¢ teploty
zéviseji také na koncentraci systému [47].

Agaréza je CcCasto vyuzivana piedevSim v biomedicinskych aplikacich diky svym
termickym vlastnostem.

OH OH 0
)

Lo 5 \ﬁ“‘OH

OH HO O

Obr. 10 Strukturni vzorec agarozy [28]

Agardza je nerozpustnd ve vodé pii nizkych ale i pomérné vysokych teplotdch, nicméné pri
zahfati na teplotu 85 °C se rozpousti dobie. AG je schopnd tvorit termoreverzibilni hydrogel,
tedy pfi chladnuti zahtdtého roztoku dojde k vytvotreni polotuhé gelové hmoty (30 — 40 °C) a
pfi opétovném zahtati se vrati do stavu kapalného roztoku, ovSem vlastnosti nebudou zcela
totozné [23] (bylo zmin€no vySe). Hysterezni chovéni, které je pozorovéano pii teploteé tani
korespondujici gel-sol procesu a také hysterezni chovéni pfi teploté tuhnuti odpovidajici sol-
gel procesu je funkci chemické struktury [24]. Agaréza v pevném stavu zaujima jednoduchou,
nebo dvojitou helikdlni konformaci. Ke gelaci dochézi pii agregaci dvojtych helikdlnich
struktur a to pfi teploté, kterd souvisi poctu methoxylovych a sulfatovych skupin, které
ovliviiuji teplotu gelace agar6zovych geld. Pii gelaci dochazi k vytvofeni prostorové —
tiidimenzionalni sité, kterd je stabilizovana prostfednictvim vodikovych muastka. BlizZsi
informace o tvorbé tiidimenziondlni sité agarozovych gela lze najit v referenci [25]. Jako
spousta jinych gelovych systému i agar6za vykazuje jednu ze zdkladnich gelovych vlastnosti
— takzvanou synerezi [48]. Pojem synereze souvisi s procesem starnuti gelu, kdy dochdzi
ke smr§tovani prostorové sit€¢ a dochdzi tak k vytlaovéani disperzniho prostfedi z objemu
gelu. Tento jev se objevuje pfedev§Sim u novych systémui, které jesté nedosdhly
termodynamické rovnovdhy. Béhem tohoto procesu se vytvaii findlni struktura hydrogelu,
jsou formovéany veskeré stycné body (uzly). Synereze se vice projevi pii zvySovani teploty,
piipadné po pridani elektrolytu. Na obrdzku 11 je naznacen proces starnuti gelu.
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Obr. 11 Proces synereze (stdarnuti gelu) Praktické aplikace agarozy [48]

Agardza je pro svoje unikatni vlastnosti vyuzivdna pfedev§im v biochemickych aplikacich,
ale dale také napiiklad v potravinaiském pramyslu. Piehled aplikaci, kde se dd s agarézou
setkat nabizi reference [26] a [27]. Kromé biomedicinskych aplikaci a potravinafstvi se tedy
agaréza dale vyuziva napiiklad ve farmacii a pro svoje vlastnosti je vyuzivdna i v analytické
chemii a sice v gelové permeacni chromatografii (GPC). V analytické chemii se s agar6zou da
setkat jeSt¢ v pripadé gelové elektroforézy, kde je agardza vyuZivdna jako vhodny nosi¢
pro elektricky nabité molekuly, této vlastnosti je vyuZivdno napiiklad pro separovani
jednotlivych nukleovych kyselin ze struktury DNA.

Za zminku stoji vyuZziti agarézy v medicinskych aplikacich, kde se pouziva jako médium
pro rast mikroorganizmi. Ve srovndni napiiklad s potravinaiskou sférou je
v biomedicinskych aplikacich vyuzivano vyssi koncentrace agar6zy z divodu vyssich naroka
na mechanickou odolnost geli. Z vyse uvedenych duvodu je agaréza vyuZzivana v tkanovém
inZenyrstvi, vjeji struktufe je totiz mozny rust tkanovych bunék a je tedy vhodna
pro vytvareni takzvanych scaffoldii.

3.5 Gelové systémy

3.5.1 Disperzni soustavy

Gelové systémy jako takové se daji zaradit do tzv. disperznich soustav. Disperzni soustava
,Jjako takovd, je vZdy tvofena minimdln¢ dvéma vzdjemné nemisitelnymi fizemi. Jednd z fazi
je tvofena disperznim prosttedim (t€Z dispergens), kterd zabird vétSinu objemového podilu.
Druhou ¢asti je dispergovand latka (disperzum, disperzni podil), kterd mize byt v pevné,
kapalné €i plynné fazi a je rozptylend v disperznim prostfedi. Disperzni soustavy se daji déle
délit dle riznych kritérii:

e poctu fazi, tvofici disperzni soustavu na homogenni (tvoii jednu fazi) a heterogenni

(faze jsou oddé€leny mezifdzovym rozhranim);

e velikosti ¢astic disperzniho podilu na hrubodisperzni (vétsi nez 500 nm, nékdy vetsi nez
1000 nm), koloidné disperzni (v rozmezi 1 — 500, respektive 1000 nm) a analyticky
disperzni (Castice o velikosti do 1 nm)

® tvaru Castic na globuldrné disperzni (Castice ve vSech smérech pfiblizn€ stejné velké),
lamindrné disperzni (dva rozméry ptiblizn€ stejné¢ velké) a fibrildrné disperzni (jeden
rozmér je vyrazné mensi nez zbylé dva)
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e struktury disperzniho prostfedi na systémy s disperznim podilem ve formé Cdstic a
systémy s cdsticemi disperzniho podilu tvorici prostorovou sit, ktera prostupuje celym
kapalnym disperznim prostiedim (gely)

® rozdeleni pocCtu velikosti Castic na monodisperzni (uniformni) — vSechny Céstice jsou
stejné velké, paucidisperzni — soustava obsahuje nékolik mélo frakci a polydisperzni —
Castice jsou ruzné velké

¢ skupenstvi disperzniho prostiedi, jak je zndzornéno v nasledujici tabulce

Tabulka 1 Rozdéleni disperznich soustav podle skupenstvi disperzniho prostredi [29].

disperzni disperzni disperze
prostiedi podil koloidni hrubodisperzni
plynny - -
plynné kapalny aerosoly (mlha) dést
pevny aerosoly (dym) kout
plynny peny bublina, péna
kapalné kapalny emulze emulze
pevny lyosoly suspenze, gel
plynny tuhé peny minerdly s uzavienymi plyny
pevné kapalny tuhé emulze minerdly s uzavienymi kapickami
pevny tuhé soly eutektika

Koloidni systémy se vyznacuji velikostmi Céstic disperzniho podilu o velikosti 1 — 500
(1000) nm. Heterogenni disperze se d4 popsat jako systém, ve kterém jsou jednotlivé slozky
disperzniho prostfedi oddé€leny mezifdzovym rozhranim, které vyrazné ovliviiuje fyzikalni
vlastnosti celé soustavy. Jsou termodynamicky nestabilni a ¢asem dochdzi k jejich zaniku,
jsou podobné hrubodisperznim soustavam, ale lisi se velikosti Castic. Ptipravuji se bud
dispergaci, nebo kondenzaci z pravych roztokda.

Jednotlivé Castice koloidnich roztokd nejsou viditelné béznym mikroskopem,
ale ultramikroskopem a elektronovym mikroskopem ano. Je moZzné u nich pozorovat
Browniiv pohyb, ktery je zékladem difdznich procest. Cdstice v prostoru vlivem teploty
kmitaji a pohybuji se riznymi rychlostmi a sméry, pfiCemZz dochdzi k ndhodnym srdzkam
s okolnimi Césticemi. Intenzita srdZzek je vysSSi se zvySujici se teplotou a taktéz zaleZi na
velikosti Castic.

Jednotlivé Castice jsou tak malé, Ze nesedimentuji (charakteristické pro koloidni soustavy),
nicméné¢ prochdzi bé€Znymi filtry. Pres nékteré typy membrian ovSem diky své velikosti
neprochdzeji (daji se tak oddélovat z roztoku — dialyza), zalezi na cut off. Dalsi jev, ktery se
dd u koloidnich systému pozorovat je takzvany Tyndalitv efekt. Pokud svétlo prochazi
takovymto systémem, stdvaji se paprsky viditelnymi v podob¢ kuZele, diky tomu, Ze je svétlo
rozptyleno koloidnimi €asticemi (napf. prach v mistnosti, mlha, atd.).

Koloidni systémy se daji taktéZ rozdélit na lyofébni a lyofilni. Lyofilni koloidni systémy
jsou charakteristické tim, Ze mezi disperznim prostfedim a dispergovanou latkou je urcita
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afinita. Disperzni Castice jsou solvatovdny na povrchu disperzniho prostredi. Z pravidla se
jednd o reverzibilni (vratné) systémy, jako piiklad se daji uvést mydla, polysacharidy,
bilkoviny, atd. Oproti tomu se lyofébni systémy vyznaCuji tim, Ze dispergované Castice
nevykazuji afinitu k disperznimu prostfedi a jsou ireverzibilni (nevratné). Vyznacuji se taktéz
tim, Ze jsou mélo stabilni a naptiklad po pfidani elektrolytu snadno koaguluji.

3.5.2 Vyuziti gelu

S gely, at’ uZ umele ¢i pfirozené pfipravenymi, se setkdvame kazdy den. Napiiklad lidsky
organizmus, ktery je tvofeny vice jak ze dvou tfetin vody, je prakticky plny gelovych systému
(sklivec oka, mezikloubni prostory, aj.)

Gely se daji klasifikovat jako disperze pevnych astic v kapalném disperznim prostiedi.
Tyto Céstice tvofi trojrozmérnou sit, pricemz zpravidla jeden rozmérd spada do koloidni
oblasti (1 — 500 nm). V piipadé hydrogelt je disperznim prostiedim voda. Tim, ze dojde
k vytvoreni rozsihlé prostorové sit€, dojde ke snizeni celkové pohyblivosti systému a cely
systém je pak schopen vykondvat pouze vibraéni pohyb [30]. Struktura hydrogelu je tvofena
z vetsi Casti vodou, €1 vodnym roztokem, disperzni Castice tak zaujimaji jen fadove jednotky
procent celkové hmotnosti ¢i objemu. Systém pak disponuje unikdtnimi vlastnostmi, a proto
jsou tyto soustavy nepostradatelné v oblasti hospodafeni s vodou v Zivych organizmech,
stejné jako v oblastech neZivé ptirody. Hydrogely se tak ddle vyuZivaji v fadé primyslovych a
environmentalnich aplikacich, v kosmetickém a farmaceutickém primyslu a jsou vyuzivany i
jako suprasorbenty pro pouziti ve zdravotnickych textilii. Rewiev o té€chto a dalSich
aplikacich hydrogelti nabizi reference [31].

3.5.3 Tvorba gelovych systému

Z hlediska vnitini struktury tvoii gel nekonecnou trozjrozmérnou sit, kterd prostupuje
rovnomeérné celym objemem disperzniho prostfedi. Spojité je tak nejen disperzni prostredi,
ale i disperzni podil. Na rozdil od kapalin nejsou disperzni Castice schopny se volné
pohybovat a mohou vykondvat pouze vibracni pohyb (bylo zminéno vyse). Sily, které poutaji
disperzni Castice a disperzni prostfedi, jsou nazyvéany jako adhezni sily a mohou byt jak
fyzikalniho, tak chemického charakteru.

Proces tvorby geli se nazyva gelace. Jedna se o proces, pii kterém se spojovanim
koloidnich ¢éstic disperzniho podilu v souvislou strukturu vytvaii a postupné zpeviuje
prostorova sit’ — vznikd gel [29]. Proces gelace muzZe byt zplisoben nekterym z nasledujicich
procest: zménou fyzikdlniho stavu roztoku, vznikaji tak fyzikalné sitované gely; chemickou
reakci, vznikaji tak kovalentné sitované gely; botndnim reverzibilniho xerogelu, ¢ehoz lze
dosdhnout pouze v ptipadé reverzibilniho gelu pfiddnim disperzniho prostiedi.

Samotny gel vznikd v tzv. bodu gelace [32]. Bodem gelace je nazyvan pomérne kratky
Casovy usek, pti kterém je vytvofena nekonecnd trojrozmérna sit’, coz lze charakterizovat tim,
Ze rozméry nove vytvoiené sité jsou shodné s rozmeéry makroskopické gelové féze.

3.5.4 Rozdéleni gelovych systému

NejcCastéji se gelové systémy deli podle jejich chovédni ve vysuSeném stavu [31].
Odstranénim disperzniho prostiedi z gelu (suseni) prejde gel do stavu tzv. xerogelu. Jednd se
tedy o pevny zbytek — suSinu. Dle chovani této suSiny je pak moZno soustavu charakterizovat
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jako:

e reverzibilni gel — takovyto typ gelu pifi vysouseni zmenSuje svij objem az do tplného
vysuseni (vznik xerogelu). Xerogel je mozné prevést zpet do stavu gelu opétovnym
pfidanim disperzniho prostfedi. Tento proces se nazyva botndni.

e ireverzibilni gel — tento typ gelu je zajimavy tim, Ze pti vysouseni zpravidla nemeéni svij
objem. Tento typ vznikd vétSinou gelaci lyofobnich sold. Xerogel je nasledovné

schopen do své struktury pfijmout jen omezené mnoZstvi disperzniho prostredi, oviem
neni schopen se vratit do pavodniho stavu.
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V nésledujicich odstavcich jsou uvedeny dva hlavni smeéry, jak se na probiranou
problematiku da nahlizet. Prvnim z nich jsou samotné interakce polutanti a dalSich latek
s HK. Vyzkumy v tomto sméru pfinaSi nové poznatky, jak se daji HK vyuzit napfiklad pri
ochrané Zivotniho prostiedi, zeméde¢lstvi, apod. Druhym hlediskem je pak vyuZiti difuznich
cel jako vhodné metody pro stanovovani difizniho koeficientu.

4.1 Interakce HK s polutanty a dalSimi latkami

Autofi Zhou, Yan a Gu ve svém clanku [53] publikuji vyzkum, ktery se tykal kompetitivni
komplexace kovovych ionti s huminovymi latkami. Jejich hlavni zajem byl o inoty niklu,
vapniku a hliniku, a soucasné zduraznuji vliv pH na mnoZstvi interakci mezi kovy a HL.
Autofi zminéné interakce hodnoti dle poklesu vodivosti daného systému, ve kterém dochazi
k tvorbé elektrickych dvojvrstev. Nezbytnou soucasti jejich vyzkumu je taktéZ stanoveni
adsorpc¢nich izoterem. Hlavnim poznatkem této prace bylo, ze afinita iontd k HL je ve sméru
Ni>Ca>Al. Soucasné bylo prokazdno, Ze komplexace je intenzivnégjsi v ptipadé€ vyssiho pH,
coZ je naznaCeno na obrazku 12.
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Obr. 12 Viiv pH na komplexaci kovit s HL [53]
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Predmétem studia autort prace [55] bylo testovani sorpCnich charakteristik hybridnich
materidld na bazi oxidu kfemicitého s obsahem huminovych Ilatek inkorporovanych
imobilizaci karboxylovych, ptipadné€ hydroxylovych skupin. Tyto sorpni charakteristiky byly
srovndny taktéZ s materidlem na bdzi oxidu kfemicitého s imobilizovanymi HK. Sorp¢ni
schopnosti byly posuzovany na zaklad€ stanoveni sorpéni kapacity vaci iontim (Pb*, Cd*,
Cu?**, Zn** a Mg™).

Kolektiv autort prace [15] se vénoval studiu sorpce méd’natych iontd z vodnych roztokia
na HK imobilizované na zeolitech. U¢inili zavér, Ze HK imobilizované na zeolity disponuji
vys8i sorpéni kapacitou vaci méd’natym iontim neZ samotné zeolity. Efektivita adsorpce Cu*
iontd se zvysuje s rostoucim pH v rozmezi od 3 do 7. Adsorbované ionty byly analyzovany
pomoci AAS.

4.2 Difazni cela jako nastroj pro stanoveni difizniho koeficientu

Autofi prace [6] se zabyvali diftzi proteinti pfes agar6zovy gel v diftzni cele. Tyto
experimenty byly realizovany za riznych hodnot pH a také s riznou iontovou silou roztoku.
Jako difdzni bariéra byl zvolen agar6zovy gel umistény do vertikdln€ usporddané diftizni cely.
Jako vhodné proteiny autofi vybrali BSA (bovine serum albumin) a lysozym. Vysledky jejich
experimentll ukazuji, Ze zvySovani pH vede k nepatrnému snizovani difizniho koeficientu,
nicmén¢ zvyseni iontové sily roztoku vede k pomérné velkému sniZeni diftizniho koeficientu.
Konkrétni dosazené vysledky jsou uvedeny v nédsledujici tabulce.

Tabulka 2 Efektivni hodnota difiizniho koeficientu pro lysozom a BSA pri riizném pH a
iontové sile [6]

Protein Diffusion coefficient (x1011) (m?/s)
pH 4 pH 5.6 pH 11
Lysozyme: low ionic strength
Experiment 1 223 224 9.1
Experiment 2 20.6 20.9 8.6
Lysozyme: with 0.1 M NaCl
Experiment 1 10.4 10.4 9.6
Experiment 2 10.4 12.8 10.4
BSA: low ionic strength
Experiment | 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 2.3

Autofi rovnéZ poukazuji na velkou ¢asovou narocnost experimentd a navrhuji, Ze by bylo
vhodnéjsi experimenty alesponi €aste€né automatizovat.

Za zminku stoji také dosavadni rozsdhly vyzkum interakci s HL pfimo na Fakulté
chemické VUT, jehoZz shrnuti lze najit v rozsdhlé praci [54]. Autofi zkoumaji vliv
huminovych kyselin na zménu difizniho koeficientu pfi riznych teplotach a pH. Jako difizn{
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sonda byla pouZita methylenovd modf a jako difdzni médium byl pouZit agarézovy gel. Bylo
potvrzeno dramatické sniZeni difizniho koeficientu pfi piidavku HK difdzniho média. Taktéz
bylo pozorovdno prodlouZeni &asu potiebného k penetraci skrze gelovou prepazku
s prfidavkem HK. Na obrdzku 13 je uvedena zdvislost pro§lého mnoZstvi methylenové modie
na riznych koncentracich agardzy, respektive huminovych kyselin.

X1 wt.% agarose Xyt
3 +2 wl.% agarose +

o4 wi.% agarose ‘,x++
"+

X0 W% HA

+0.002 wt.% HA
©0.005 wt.% HA
00.01 wt.% HA

MB concentration (mmol/m?)
&
" 8 ¥
008
MB concentration (mmol/m?)

0 5 10 15 ' 20
time (hours) time (hours)

40 50

Obr. 13 Zdvislosti proslého mnoZstvi methylenové modre na case pro riizné koncentrace
agardzy, respektive huminovych kyselin [54]

Vliv teploty na difdzni koeficient je dobfe patrny z obrdzku 14.

- -
o o o,

MB concentration (mmol/m?)

o

0 1 2 3 4 5
time (hours)

Obr. 14 Vliv teploty na proslé mnoZstvi MM [54]
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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 chlorovodikovd, Penta 1 Nc=1M
huminové kyseliny — popel 28,92 %, 2008
agardza, Sigma Aldrich Co., for rouotine use
chlorid méd’naty, dihydrét, p.a. Lach-ner s.r.o.
methylenovd modt, Lachema

rhodamin 6G, Sigma-Aldrich Co.

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

destilovana voda

Pouzivané huminové kyseliny byli ziskdny metodou alkalické extrakce z jihomoravského
lignitu (dul Mirov, lokalita Mikulcice). Jedna se o upravenou metodu publikovanou autory
Piccolem a Contem [42]; tato metoda byla pouzita v celé tfad€ predchozich experimentu
ohledné fyzikalné-chemickych vlastnosti HK [22], [39], [43], [44] a [45].

5.1.1 Chlorid méd’naty, dihydrat

Dihydrat chloridu méd'natého je anorganickd sloucenina dobfe rozpustnd ve vodé, kterou
obarvuje do modra. Po siranu méd'natém se jednd o nejrozsifenéjsi meédnatou slouceninu.
Jedna se o slouceninu tézkého kovu a proto je nebezpe€nd pro Zivotni prostiedi a toxickd pro
vodni organismy. Spolu s dal§imi téZkymi kovy se jednd o Casto se v ptfirodé vyskytujici
polutant, a proto byla tato sloucenina jako vhodné diftizni medium. JelikoZ se nejednd
o barvivo, bylo zapotiebi pocitat s vyssi navazkou chloridu méd'natého k piipravé roztoku pro
difdzni sondu (17 g/l). Lze ptfedpoklddat elektrostatické interakce mezi kationty medi se
zaporné nabitymi HK.

5.1.2 Methylenova modr

Methylenovd modi (MM) je heterocyklickd aromatickd sloucenina se systematickym
ndzvem 3,7-bis(dimethylamino)-fenothiazin-5-ium-chlorid, vyuzivana piedevSim
v chemickych a biologickych odvétvich. V chemickych aplikacich se pouziva predevsim jako
redoxni indikator a v biologii se vyuZivd pfedevSim v aplikacich spojenych s vyzkumem RNA
a DNA [49].

Toto barvivo bylo vybrdno jako difizni sonda proto, Ze v roztoku tvoii kladné nabitou
strukturu (diky kladnému néboji na dusiku) a dé se tedy predpoklddat interakce se zdporné
nabitymi HK. D4 se tedy rovnéz predpoklddat, ze difize bude zpomalena priavé diky
probihajicim interakcim a taktéz se da predpokladat, ze Cast barviva zastane vdzana na HK
pfitomné v agar6zovém gelu (viditelné pouhym okem - zabarveni gelu po provedeni
experimentu). Taktéz 1ze predpokladat, Ze difize bude probihat pomaleji neZ v pripadé CuCl,,
protoZe molekula MM je vyrazné veétsi.
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Obr. 15 Strukturni vzorec methylenové modri [49]Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.

5.1.3 Rhodamin 6G

Barvivo rhodamin 6G patii do $iroké skupiny rhodamind, zndme predev§im pro svoje
fluorescenni vlastnosti. Casto je vyuZzivdno k vyzkumu proudéni v kapalinidch a je taktéz
Casto vyuzivan v biotechnologickych aplikacich, naptiklad ve fluorescenéni mikroskopii [51].

Pro difuzni experimenty byl vybran proto, Ze v roztoku tvoii kladn€ nabité Céstice a da se
tedy ptredpoklddat, Ze budou probihat elektrostatické interakce se zdporn€ nabitymi
molekulami HK.

Obr. 16 Strukturni vzorec rhodaminu 6G [51]

5.1.4 Chicago blue 6B

Barvivo Chicago Blue patii mezi azobarviva (diky vazbdm mezi atomy dusiku) a
za normdlnich podminek tvoii zelenomodry prasek [50].

Toto barvivo bylo k difiznim experimentim vybrano proto, Ze ve vodném roztoku tvofi
zéporn€ nabité Castice. Jelikoz HK jsou ve vodnych roztocich také zdporné nabité, da se
pfedpoklidat, Ze bude dochdzet k vzdjemnému odpuzovéni téchto Castic a difdzni koeficient
bude tedy timto faktorem ovlivnén. Strukturni vzorec barviva je uveden na obrazku 17.
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Obr. 17 Strukturni vzorec barviva chicago blue [50]

5.1.5 Fluorescein

Fluorescein, respektive jeho sodna sulje za normélnich podminek Cerveny prasek. Je dobie
rozpustny ve vode i v ethanolu. V roztoku tvoii pii vétSich koncentracich Cerveny roztok, pti
niz8ich je barva Zlutozelend. Pouzivd se predevS§im jako indikdtor, ale i jako potravinarské

barvivo — je netoxicky [59].

V roztoku tvoii zdporné nabité Céstice, a proto se daji pfedpoklddat odpudivé interakce

mezi HK a fluoresceinem. Strukturni vzorec fluoresceinu je uveden na obrdzku 18.

B
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Obr. 18 Strukturni vzorec sodné soli fluoresceinu [60]

5.2 Pristroje a pomucky

UV-VIS spektrometr Hitachi U-3300

analytické vahy Sealtec SBC 31

spektrofotometrické sondy TP-300-UV-VIS, optické kabely, zdroje svétla LS-1-LL,
minispektrometr RedTide 650, vSe od spolecnosti Ocean Optics

diafragmova difizni cela, PermeGear, Inc.

pfenosny teplomér GMM 175 Greisinger

pH metr WTW pH 330
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ultrazvuk UCC 1 Ultrasonic Compaq Cleaner powersonic

vicemistnd magnetickd michacka Variomag Poly

membriny Spi-Pore, 47 mm, 2um, spol. Spi Supplies

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

5.2.1 Difuzni cela

K provadénym experimentim byla pouzita diafragmova difizni cela PermeGear, Inc.
Jedna se dvoupldstovou difizni celu vyrobenou ze skla. OpldStovani slouzi k temperaci
sledovanych roztokl a za pouziti vhodného termostatu tak lze roztoky zahfivat, respektive
chladit. Soucasti aparatury je i drzak difiznich cel, ktery obé komory tlaci smérem k sob¢ a
tim pak nedochazi k dniku roztoku z cel ven.

Objem kazdé z komor cely je 60 ml. V pifipad¢ diftizi pfes membrdnu se membréana
umistovala pfimo mezi obé Casti cely (utésnéné pomoci tésniciho silikonu). Jednalo se
o membranu od spole¢nosti Spi-pore o pruméru 40 mm a velikosti péra 2 um. V piipadé
diftzi pfes membranu byla mezi komory umisténa piepazka s otvorem o prameéru 4 cm a
tloust’ce 0,5 cm. Do této piepazky byl umistovin agarozovy gel, respektive agarézovy gel
s pfidavkem HK.

Obr. 19 Difiizni cela s formou pro gelovou prepdZku
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5.2.2 Automaticky UV-VIS spektrofotometr Spectra Optics

Meéftici aparatura se sklddd z nckolika samostatnych casti. Ziakladem je zdroj svétla,
ze kterého je veden svételny paprsek pomoci optickych kabeli do sondy. U sondy je
rozhodujici optickd drdha paprsku v meéfeném prostredi, se kterou je moZné manipulovat
zménou hlavy samotné sondy. Pro koncentrovanéjsi roztoky je vhodné pouzit sondu s kratsi
optickou drdhou, naopak pro mélo koncentrované roztoky je vhodné pouZzit sondu s optickou
drdhou delsi. Pro méfeni v rdmci této diplomové prace byla pouZita sonda s optickou drdhou
1 cm. Paprsek z optického kabelu vystoupi z jednoho konce sondy, projde prostfedim, odrazi
se od zrcatka a vraci se zpét. Délka optického prostredi je tedy dvojndsobnd oproti vzddlenosti

vystupu a zrcétka.

Paprsek odraZzeny do zrcdtka ndsledn€ putuje optickym kabelem do detektoru, ktery je
spojen s pocCitatem, vybavenym softwarem Spectra Suite. Tento program umozZiiuje nastavit
rizné méfici parametry, jako je napiiklad rozsah méfeného spektra, citlivost, interval a format
ukladani dat a dal$i. Program umoziuje soucasné meéfeni vice vzorku, které je limitovano
poctem samotnych sond.

Prace s aparaturou je jednoduchd a intuitivni a pomoci vhodné nastavenych parametrt se
da meéfeni téméf zcela automatizovat. Neni potfeba stild ptitomnost obsluhy béhem meéfend,
pouze pro spusténi a ukonceni experimentu, piipadné obCasnd kontrola aparatury (napiiklad
zdali se nevytvorila v sond¢€ bublina).

5.2.3 UV-VIS spektrofotometr Hitachi

Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr Hitachi byl pouZzit pro méfeni absorpce vzorkd,
obsahujici tézké kovy (chlorid méd'naty). Ionty té€zkych kova totiz leptaji zrcatka v UV-VIS
sonddch Ocean Optics, a proto bylo nutné pouZit jiny pfistroj. Hitachi mé&fi absorbanci
doupaprskovym zpusobem, tedy kyvetu se vzorkem, oproti kyveté s Cistym rozpoustédlem.
Pouzit se daji jak plastové, tak sklenéné i kfemenné kyvety. Pro meéfeni tykajici se této
diplomové prace byly pouzity kyvety kiemenné. Méfeni se zde ovSem nedd automatizovat,
jako v ptipad€ pouZiti sond a je tedy potfeba odebirat vzorky v pravidelnych intervalech
(dvouhodinovych v piipadé difuze pres gel, S minutovych v piipad¢ difize pres membrinu).

Na obrizku 20 je jako ptiklad vynesena zdvislost absorbance pfi 525 nm na koncentraci
roztokli rhodaminu (kalibra¢ni kiivka) vCetné smérnice a hodnoty spolehlivosti. Zbylé
kalibracni kfivky jsou uvedeny v piilohach na konci dokumentu.
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Obr. 20 Zdvislost absorbce na koncentraci roztokit RH pri 525 nm

Pfi méfeni byla vZdy promeétena celé spektra (v rozsahu 300-900 nm), znichZ byly
vybrany hodnoty absorbance v maximu (v piipad¢€ rhodaminu 525 nm). Na zdklad€ vynesené
zavislosti bylo poté mozné zvolit vhodnou koncentraci roztokt pro diftizni experimenty — tyto
koncentraci jsou uvedeny déle v textu v tabulce 3.

5.3 Pracovni postupy

5.3.1 Priprava roztoku huminové kyseliny

Zasobni roztok HK o koncentraci 1 g/l byl pfipravovan ddle rozepsanym zpusobem.
Pripravovano bylo vzdy 100 ml roztoku, pfi¢emZz navdzka HK do tohoto mnozZstvi €ini 0,1 g.
Toto mnozZstvi bylo kvantitativné prevedeno do zdsobni lahve s 30-40 ml 0,5 mol/l roztoku
hydroxidu sodného. Do zdsobni lahve bylo umisténo magnetické michatko a uzaviend ldhev
byla ponechdna na michacce pti 250 ot/min po dobu minimdaln€ 24 hodin. Po 24 hodinidch byl
roztok za stdlého michani zneutralizovdn 1 mol/l kyselinou chlorovodikovou. Kyselina
chlorovodikovd byla do roztoku pfiddvdna po kapkédch tak dlouho, dokud pH nebylo
v rozmezi 6,8-7,2 (méfeno elektronickym pH-metrem WTW pH 330). Tento zneutralizovany
roztok byl kvantitativné pfeveden do 100 ml odmeérné baiiky a doplnén po rysku destilovanou
vodou. Takto pfipraveny roztok byl pfipraven k pouZiti v experimentech, ovSem z hlediska
degradovatelnosti HK byly roztoky pouZividny maximdlné tyden. Roztoky NaOH a HCI byly
pfipravovany z normanalq.
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Obr. 21 Zdsobni roztok huminové kyseliny

5.3.2 Priprava agarozového gelu

Agaréza je za normdlnich podminek bily prasek. Ve studené vodé€ se prakticky
nerozpous$ti. Pfi zvySeni teploty suspenze pfiblizn€ na 85° C se agardza zaCne ve vode
rozpoustét. Na nésledujicich faddcich bude popsdn postup pro piipravu agarézového gelu
pro jednu formu (prepdzku).

0,1 g agarézy bylo navdZeno s presnosti na tfi desetinnd mista. Toto mnoZstvi bylo
kvantitativné pfevedeno do 25 ml kaddinky, kde jiz bylo pfipraveno 10 ml destilované vody.
Kéadinka byla poté umisténa na elektricky vafi€ a za stdlého michdni byla suspenze zahtfivdna
az na teplotu 85 °C, kdy doslo k dplnému rozpusténi agarozy. Kddinka s horkym roztokem
byla poté umisténa do horké ultrazvukové 1ldzn€ na jednu minutu, aby doSlo k odstranéni
vzniklych vzduchovych bublinek. Tento jeSté horky roztok byl nalit do formy, kterd byla
ze spodni strany ptikryta sklickem. Roztok bylo tfeba nalévat opatrng, aby se netvofily
bublinky. Po naliti roztoku byla i horni ¢ast formy pfikryta sklickem a celd soustava byla
zajisténa pomoci svorek. SkliCka slouzi k vytvofeni pravidelného hladkého povrchu z obou
stran a zdroven zabrafiuji vypafovani disperzniho prostfedi. Forma s gelem byla ponechédna
pfi laboratorni teploté k chladnuti po dobu 45 minimédlné minut. Po odstranéni sklicek byla
forma s gelem pfipravena k pouZiti v diftzni cele.

5.3.3 Priprava agarozového gelu s pridavkem huminovych kyselin

Piiprava agarozového gelu s huminovou kyselinou probihala obdobné jako v pfedchozim
piipadé. 0,1 g agarozy bylo navaZeno s pfesnosti na tii desetinnd mista. Tato navdzka byla
kvantitativné pfevedena do kadinky, kde bylo 9 ml deionizované vody 1 ml zdsobniho
roztoku HK o koncentraci 1 g/l, vyslednd koncentrace HK v gelu byla tedy 0,1 g/l. Tato
suspenze byla zahfivana jako v pfedchozim piipadé na 85 °C a stejnym zpusobem byl vznikly
roztok ponechdn v ultrazvukové ldzni a ndsledné preveden do formy. I v tomto piipadé
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chladnuti na vzduchu trvalo minimédlné 45 minut, poté byla forma pfipravena k pouZiti
v difdzni cele.

5.3.4 Nastaveni UV-VIS sondy Ocean Optics

Pred kazdym experimentem bylo nutné sprdvné nastavit méfici aparaturu. V softwaru
Spectra Suite bylo zvoleno méfeni absorbance. Poté bylo nutné vybrat pfislusny detektor, kde
byla nasledné automaticky nastaven integracni €as. Dal§im krokem bylo promeéteni spektra
Cistého rozpoustédla (ve vSech piipadech destilovand voda, nebot’ byla pouZzivédna k pfipraveé
v§ech meéfenych roztoki). Nasledné bylo nutné zméfit Sum detektoru, ¢ehoZz bylo docileno
tak, Ze se odpojil opticky kabel od detektoru a byl nahrazen zaslepkou (alternativa svételné
pasti). Poté byla sonda pfipravena k méfeni.

5.3.5 Sestaveni difiizni cely a spusSténi experimentu

Difizni cela se sklddd za dvou komor a kazdd z komor mad objem 60 ml. Bylo tedy
pfipraveno jedna 60ml Cistého rozpoustédla (destilovand voda) a 60 ml vybraného roztoku
difizniho média. Roztoky byly pfipravovdny ze zdsobnich roztokd fedénim. Bylo nutné
nalévat roztoky do obou komor soucasné za pouZiti nédlevek, aby nedoslo k vytlaceni gelu
z formy vlivem nerovnomérného hydrostatického ltaku. Vychozi koncentrace diftizni sondy
byla volena tak, aby absorbance roztoku zdrojové cely byla v rozmezi 1,5 — 2 a bylo tedy
zaruCeno dostatecného koncentra¢niho spadu. Koncentrace roztokd do zdrojovych cel jsou
shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3 Vychozi koncentrace roztokit do zdrojové cely a moldrni hmotnosti

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

Po pfipraveé roztoku byla sestavena samotna diftizni cela. Forma se ztuhnutym gelem byla
umisténa mezi obé komory diftzni cely a upevnéna do drzdku. Do kazdé z komor bylo
umisténo malé magnetické michatko a v tomto sloZeni byla cela umisténa na vicemistnou
magnetickou michacku (nastaveno vzdy 250 ot/min). Za pouZiti ndlevek pak byly oba
pfipravené roztoky sou€asné nality do pfislusné komory diftizni cely. Nasledovalo umisténi
optické sondy do pfijimaci komory a nastaveni méficich parametrt, predevSim interval
uklddani métenych spekter. Bylo taktéZ zapotiebi piekryt hrdlo se sondou s parafilmem, aby

se zamezilo odparovani rozpoustédla.
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Obr. 22 Probihajict difiizni experiment s ponorenou UV-VIS sondou

5.4 Stanoveni difuzniho koeficientu

5.4.1 Export dat

Data ziskand z prostfednictvim programu Spektra Suite byla exportovdna do textovych
soubort, pfi¢emz kazdé uloZeni spektra znamenalo vytvoreni nového textového souboru. Tyto
soubory byly ndsledné pifevedeny do programu MS Excel pomoci makrosouboru. Tato surova
data bylo nutné vyhladit. Pro tento dkol byl pouZit program Origin851 do kterého byla
nakopirovdna data zMS Excel a ndaslednym piikazem byly zdvislosti prevedeny
do vyhlazenych kiivek. Upravend data byla zkopirovdna na novy Excelovsky list, kde bylo
nutné vymazat kazdy druhy sloupec (data se opakovala) pomoci piisluSného makrosouboru
na mazani sloupcud. Takto upravena data uz bylo mozné dale zpracovavat.

5.4.2 Vypocet difuzniho koeficientu

Stanoveni difiznich koeficientli bylo hlavni naplni této diplomové prace, pficemz samotné
stanoveni se da rozdélit do dvou skupin. Jedna z nich je stanoveni difdzniho koeficientu pfi
pruchodu pfes membranu a dale stanoveni difizniho koeficientu pfi pruchodu gelovou
brariérou, respektive gelovou bariérou s HK. V obou pfipadech je zapotifebi zndt rovnici
piimky proklddajici oblast linearniho narastu koncentrace difizniho média v pfijimaci cele.

Pro stanoveni diftizniho koeficientu pii prichodu pfes membranu bylo pouZito
nésledujiciho vztahu:
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CzO

c
,B~D~t:—ln£1—2—”]:LN, (13)
kde £ je konstanta kterd charakterizuje pouzitou membranu, byla stanovena kalibraci cely za

pouziti materidlu, ktery ma zndmou hodnotu difizniho koeficientu [57].

Ve druhém piipadé, kdy se jednalo o difizi pres gelovou bariéru (pfipadné gel s HK), byl

vyuzit vztah:
dn [
Dy = [_j ’ (14)
dt )  AC,,

pfi¢emz, tento vztah bere v uvahu tlouSt’ku bariéry /.
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6 DISKUZE A VYSLEDKY

6.1 Sestrojeni kalibra¢nich kiivek

Pro pfesné stanoveni okamZité koncentrace vzorku bylo zapotiebi sestrojit kalibracni
kfivky zdavislosti absorbance na koncentraci. Vzorky pro kazdou kalibracni kiivku byly
pfipraveny ze zdsobnich roztoki piislusnych barviv a roztokt kovl fedénim. Timto zpisobem
byly sestrojeny kalibra¢ni kfivky pro vSechny diftizni sondy, hodnoty smérnic té€chto piimek
lze taktéz chipat jako extinkCni koeficient. Jejich hodnoty pfi dané vinové délce jsou uvedeny
v nésledujici tabulce.

Tabulka 4 Namérené extinkcni koeficienty pri dané vinové délce

difazni sonda extink¢ni koeficient & (mol.g'lcm'l) vinova délka (nm)
chlorid méd’naty (dihydrat) 0,0787 825
methylenovd modf 179,50 665
rhodamin 6G 255,41 525
chicago blue 6B 82,91 618
fluorescein 108,02 487

Tyto experimentdlné stanovené hodnoty extink¢nich koeficientt se 1isi od tabelovanych
hodnot, ovSem jejich prubéh je linedrni, a proto relativné vztazené zavislosti poskytuji
veérohodna data.

6.2 Vliv pridavku HK do agarozového gelu na ¢as pruchodu

Z vysledku stanovenych pro difizi methylenové modii je patrné, Ze piidavek HK do
gelové matrice zapfiCini jednak pokles efektivniho difizniho koeficientu (nizZ8i smeérnice
piimky prokladajici oblast narstu koncentrace v pfijimaci cele) a také se tento pfidavek
projevi prodlouzenim Casu pruchodu bariérou. Srovnani prubéhu diftize rhodaminu skrz
agar6zovy gel a agar6zovy gel s pfidavkem HK je patrné na obrdzku 23.
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Obr. 23 Ndrust koncentrace na case ve zdrojové cele pro rhodamin pies membrdnu,
agarozovy gel a gel s pridavkem HK

Na obrazku 23 je uvedena zavislost proslého mnozstvi rhodaminu na Case pro rdzna
diftizni média, ostatni priabehy jsou uvedeny v pfilohach na konci dokumentu.

Z grafu dobfe patrné, Ze zpocCatku nelze pozorovat narist koncentrace barviva v pfijimaci
cele. Tento nérGst je patrny aZ po ui¢itém &ase (Gas prachodu). Cas prichodu média pres &isty
agar6zovy gel je nizsi, nez v piipadé s pifidavkem HK do gelové matrice. Lze tedy usuzovat,
7Ze kladn€ nabité Castice barviva jsou zadrZovany vlivem elektrostatickych interakci se
zdporné nabitymi HK. Cas priichodu se d4 matematicky stanovit prolozenim piimky v oblasti
linedrniho nartstu koncentrace v pfijimaci cele — z rovnice této piimky se da snadno spocitat

prusecik s osou x, ktery reprezentuje ¢as prachodu.

V piipadé Cistého agarézového gelu je prostup Castic hndn koncentraénim gradientem, ale
brzdeén siti gelu, pfiCemz Céstice barviva s gelem neinteraguji. V piipadé gelu s ptidavkem HK
roste mnozstvi pfitazlivych interakci. Lze pfedpokladat, Ze porozita i tortuozita gelu s HK je
prakticky stejnd, jako v piipadé cistého gelu, protoZe nizky pfidavek HK (setinovy co do
hmotnostniho obsahu ve srovndni s obsahem agardzy, tvorici zdkladni strukturni motiv gelu).
Cistice se tedy pii priichodu gelem v4Zi na strukturu HK a neprochdzi pouze volnymi péry.
Pozvolng&j$i narast koncentrace barviva v piijimaci cele v piipadé piidavku s HK souvisi
pfedev§im se zménou hnaci sily difize, tj. koncentracniho gradientu mezi zdrojovou a
pfijimaci celou difizni aparatury — muze dochdzet k zakoncentrovdvani barviva jak na
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povrchu gelu (koncentracni skok na rozhrani gelu a roztoku je €asto pozorovanym zvI4Stnim
piipadem fazové rovnovahy, viz. [54]) , tak také v jeho objemu, coz vede k pfimému
ovlivnéni rychlosti transportu ¢astic barviva skrz gel. Toto tvrzeni koresponduje i s rozdily
spocCitaného mnoZstvi barviva v gelu bez respektive s ptidavkem HK, uvedenym v tabulce 5
dile v textu. Zména Casu prachodu je uvedena na obrazku 24. Konkrétni hodnoty jsou
uvedeny v ptiloze na konci dokumentu.

25

20 -
OAG

BAG s HK

15 -

hodu (hod)

10 -

¢as pric

CuCl2 MM RH FL

Obr. 24 Zména casu priichodu pri pridavku HK do gelové matrice

Z grafu vyplyva, ze HK skutecné prodluzuji dobu prichodu bariérou v piipadé
kationaktivnich barviv. V pifipadé€ anionaktivniho barviva fluorescein doSlo naopak k poklesu
Casu pruchodu. Tento pokles je pravdépodobné zpusoben odpudivymi silami mezi
fluoresceinem a HK, jev je potvrzen i zvySenim efektivniho diftizniho koeficientu (uvedené
nize). Odpudivé sily mezi barvivem a pevnou siti gelu pravdépodobné& soustiedi smér
prestupu molekul barviva piimo do volnych péra, a tedy barvivo nema tendenci prostupovat
hloubéji do struktury gelu.

V grafu nejsou uvedeny vysledky pro chicago blue, jelikoz toto barvivo prakticky vibec
neprostupovalo skrze gelovou pfepdzku (i po péti dnech méfeni nedochdzelo k métitelnému
narastu koncentrace barviva v pfijimaci cele), z tohoto divodu nebylo mozné data vyhodnotit.
Chicago blue neprostupovalo jak ptres Cisty agarézovy gel, tak pres gel s HK. Lze tedy
predpokladat, Ze molekula tohoto barviva bud’ uz je pfili§ velkd na prostup skrze pory gelu
nebo je pfitazlivd interakce s agarézou, kterd tvoii disperzni podil gelu, natolik silnd, Ze je
toto barvivo v gelu imobilizovano.

U chloridu médnatého lze pozorovat pomérn€¢ malou dobu prichodu, kterd je navic
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prakticky stejnd jak pro experimenty s piidavkem HK i bez. Tento jev se da vysvétlit tim, Ze
kationty Cu* jsou velice malé a nemayji tak problém prostupovat pies trojrozmérnou gelovou
sit. Mohlo by se sice jevit, Ze interakce neprobihaji, jelikoZ neni vidét posun doby prostupu,
ovsem hodnoty nasorbovaného mnoZzstvi pti pifidavku HK ukazuji opak (tabulka 5). Jako dalsi
faktor se projevuje i pocet Cdstic Cu™, ktery je nékolikandsobné vysS$i neZz v ptfipadé
organickych barviv. HK, které jsou v malé koncentraci, nestihaji interagovat se vSemi
Casticemi a ty potom mohou sndze prochédzet gelem s HK. Tento jev by se sice dal ¢asteCné
vyfesit sniZzenim vychozi koncentrace chloridu méd’natého, ov§em problémem by bylo sniZeni
hnacf sily trnasportu. Hlavnim problémem by vSak bylo sniZeni absorbce svétla a muselo by
se tedy pfistoupit k jinym analytickym metoddm, nebo alesponi k méfeni za pouZiti optické
sondy s vétsi optickou drahou.

6.3 Difazni koeficienty

Diftizni koeficienty byly stanoveny pomoci vztahi uvedenych vyse. Srovnani naméfenych
diftznich koeficientd je shrnuto na obrazku 25, vypocitané hodnoty jsou uvedeny v piiloze na
konci dokumentu.
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Obr. 25 Zavislost hodnoty difiizniho koeficientu na typu bariéry

Z grafu je patrny pokles difiznich koeficientd v piipadé kationaktivnich castic, jako je
CuCl,, rhodamin a methylenovd modf, je vidét znatelny pokles diftzniho koeficientu po
piidavku HK. Z tohoto 1ze tedy usuzovat, Ze probihaji pfitazlivé interakce a Castice solutu
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jsou tedy brzdény v prostupu molekulami ¢asticemi HK. K nejvétsimu poklesu diftizniho
koeficientu dochézelo v ptipadé rhodaminu 6G, coZ je patrné zapfiCinéno velikosti molekuly
barviva, kterd je vetsi nez v pripad¢ ostatnich.

U fluoresceinu je vidét narast difizniho koeficientu o cely fad, ¢imz se potvrdily poznatky
z Casu prostupu a lze tedy fici, Ze prevladajici odpudivé interakce urychluji transport Castic
barviva ve sméru koncentracniho spadu.

6.4 Koncentrace barviva v gelové prepazce

V gelové prepazce (jak s piidavkem, tak bez pfidavku HK) se sobovalo urcité mnozstvi
piislusnych roztokd barviv, respektive méd'natych iontd.. Toto mnozsvi se da stanovit jako
rozdil souctu koncentraci na konci experimetnu ve zdrojové a prijimaci cele odecteného od
koncentrace vychoziho roztoku. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 5 Koncentrace barviva v gelové prepdZce po skonceni experimentu

difdzni médium

koncentrace v gelu

koncentrace v gelu

bez HK (mol.dm™) s HK (mol.dm™)
i 4,99E-02 1,48E-01
chlorid méd’'naty
6,14E-02 6,08E-02
1,62E-06 2.44E-06
methylenovd modf
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, Ze piidavek HK do gelové matrice zptisobuje u kationaktivnich barviv
narast koncentrace uvniti gelu. U fluoresceinu naopak dochazi ke sniZeni koncentrace, ¢imz
se opét potvrzuji pfedpoklddané odpudivé interakce mezi HK a fluoresceinem..
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7 ZAVER

Huminové kyseliny, jako jedna z frakci huminovych latek, se jevi jako velice dobré,
dostupné a levné suroviny pro pouziti vraznych odvétvich od zemédélstvi az po
farmaceuticky pramysl. V pfirodé zastdvaji nenahraditelnou funkci pravé diky svym
schopnostem vézat polutanty, vodu, Ziviny a dalsi latky.

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv huminovych kyselin na difGzni charakteristiky vhodné
vybranych sloucenin. Jako difizni médium byl vybrdn agar6zovy hydrogel a difizni
parametry byly zkoumdny metodou diftizni cely. Jako diftizni sonda byl vybridn chlorid
meédnaty jako zastupce Casto se vyskytujicich polutantti v pfirodé a nékolik organickych
barviv. Tyto experimenty byly realizovdny za laboratorni teploty, neutrdlniho pH a
konstantniho mnozstvi pfiddvanych HK do agar6zové matrice. Bylo prokédzéano, Ze HK sniZuji
difizni koeficient vybranych kationaktivnich sond a také Ze ovliviiuji dobu prichodu
bariérou. V piipad€ anionaktivnich barviv dochdzelo k nartstu difazniho koeficientu vlivem
odpudivych sil mezi témito barvivy a HK. Bylo taktéZ zjist€no, Ze organickd barviva s velkou
molekulou nejsou schopna prochdzet pfes agar6zovou prepazku i pies silny koncentracni
gradient.

Vysledky koreluji s obecnym tvrzenim, Ze HK jsou na sebe schopny v piirodé vazat te€zké
kovy a dalsi slouceniny a Ze jsou schopny zpomalovat jejich transport v pude.

Predmétem dalSiho studia by mohl byt vybér dalSich sond, jako jsou anorganické anionty a
prohloubit tak a rozvinout ziskané poznatky uvedené v této diplomové praci. Sou€asné by
bylo vhodné pokracovat ve vyvoji dal§ich poloautomatickych technik pro analyzu difiznich
procesu, napiiklad vodivostni sondy, apod.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Pouzité zkratky

AG
HK
FK
HU
AAS
HL
MM
HSS

FZ
RH

agarozovy gel

huminové kyseliny

fulvinvé kyseliny

huminy

atomova absorp¢ni spektroskopie
humnové litky

methylenovd modf

mezindrodni spole¢nost pro humnové slouceniny
(internacional humic substance society)

Fickuv zdkon
rhodamin

fluorescein

9.2 Pouzité symboly

>

N > 0

848 \hnr.y W T

diftizni koeficient
koncentrace
Boltzmanova konstanta
termodynamickd teplota
polomér

koeficient tfeni
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

Kalibra¢ni kiivka pro methylenovou modf
Kalibra¢ni kiivka pro chlorid méd'naty
Kalibracni kiivka pro fluorescein

Prabéhy difuzi pro methyloenovou modf
Prabéhy diftzi pro chlorid médnaty
Prabeéhy diftizi pro fluorescein

Naméfené diftizni koeficienty

Nameéfené Casy prostupu
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PRILOHA 1

absorbance

2,0 -
1.8 -
1,6 -
14 -
1,2 -
1,0 -
0.8 -
0.6 -
04 -
02 -

0,0 T T T T T T
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009 0,01

koncentrace [ g.dm’3]

PRILOHA 2

absorbance

1,6 5

1,4 -

1,2 4

1,0 -

0,8 -

0,6 -

0.4 -

0,2 -

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

koncentrace [ g.dm’3]
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PRILOHA 3

1,2 -

1,0 -

=
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|

absorbance
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0 0,001 0,002 0,003 0,004
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PRILOHA 5
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PRILOHA 7

difuzni koeficient dif. koeficient dif. koeficient
difizni médium membrana AG AG + HK
[m2- s'l] [m2- s'l] [m2- s'l]
) 9,19E-10 9,56E-10 2.26E-10
chlorid méd’'naty
8,56E-10 7,40E-10 5,90E-10
2,03E-10 9,04E-11 3,26E-11
methylenovd modf
2,18E-10 431E-11 439E-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 451E-10
PRILOHA 8
cor ¢as pruchodu pres AG ¢as pruchodu pres AG
difizni sonda (hod.) s HK (hod.)
) 0,81 0,83
chlorid méd’'naty
1,00 0,81
5,58 22.99
methylenovd modf
5,65 25,37
3,14 15,31
rhodamin 6G
3,64 16,80
. 4,21 0,61
fluorescein
6,75 0,13




