VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

INTERAKCE PUDNI ORGANICKE HMOTY S POLUTANTY
STUDOVANA MIKROKALORIMETRICKYMI TECHNIKAMI

INTERACTIONS OF SOIL ORGANIC MATTER WITH POLLUTANTS STUDIED BY MICROCALORIMETRIC
TECHNIQUES

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Viktdria Macurakova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Jifi Smilek, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2020



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1400/2019 Akademicky rok:  2019/20
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Bc. Viktéria Macurakova

Studijni program:  Chemie pro medicinské aplikace
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: Ing. Jifi Smilek, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Interakce pldni organické hmoty s polutanty studovana mikrokalorimetrickymi technikami

Zadani diplomové prace:

1) vypracovat literarni reSerSi na téma interakce pidni organické hmoty s polutanty

2) provést izolace organické hmoty z riznych typl pad

3) modifikovat vyizolované komponenty methylaci

4) optimalizovat mikrokalorimetrické metody pro studium interakci ptdni organicka hmota — polutant
5) prostudovat interakce vybranych systémi

6) diskutovat naméfené vysledky a vyvozovat logické zavéry

Termin odevzdani diplomové prace: 31.7.2020:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafll na sekretariat istavu. Toto

zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Viktdéria Macurakova Ing. Jifi Smilek, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 31.1.2020 .
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaoberala Studiom interakcii pddnej organickej hmoty, konkrétne
huminovych kyselin so znecistujucou latkou, kde sa pouzil tenzid Septonex. Huminové
kyseliny boli v ramci prace izolované z dvoch réznych pdd, ato ¢ernozeme a kambizeme.
Teoretickd Cast’ prace popisuje vznik huminovych kyselin ako takych, ich mozné interakcie
s latkami a charakterizacii tenzidov. Experimentalna Cast je venovana charakteristike
huminovych kyselin pomocou elementarnej analyzy, termogravimetrie a nasledne
najdolezitejSej Casti diplomovej prace a to sledovaniu interakcii pomocou izotermalne;j titrane;j
kalorimetrie. Pri meraniach sa zistilo, Ze najlepsiu interakciu s povrchovo aktivnou latkou mala
vzorka izolovanej éernozeme pri koncentrécii tenzidu 0,075 mol-dm™,

ABSTRACT

This diploma thesis dealt with the study of interactions of soil organic matter, specifically humic
acids with a pollutant, where the surfactant Septonex was used. Humic acids were isolated from
two different soils in the work, namely black earth and cambium. The theoretical part describes
the formation of humic acids as such, their possible interactions with substances and the
characterization of surfactants. The experimental part is devoted to the characteristics of humic
acids using elemental analysis, thermogravimetry and then the most important part of the thesis,
namely the monitoring of interactions using isothermal titration calorimetry. The experiment
showed that the sample of isolated black earth at the surfactant concentration of 0,075 mol-dm"
3 had the best interaction with the surfactant.
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1 UVOD

S rozmahajiicim sa priemyslom a poI'nohospodarskou vyrobou je dolezité starat’ sa aj o naSe
zivotné prostredie. Nadmerné pouZzivanie pesticidov a latok ktoré znecist'uju okolie sa neustale
zvysuje, preto je potrebné tieto latky eliminovat a predchadzat ich pritomnosti nielen
v ovzdusi, ale aj v povrchovych, podzemnych vodach apredovSetkym v pdde. Jednym
s rieSenim ako odstranit’ tento problém moézu predstavovat’ huminové kyseliny. Huminové
kyseliny st prirodné latky, ktoré patria ku skupine organickych zlu¢enin hnedej az ¢iernej farby,
ktoré vznikaji rozkladom rastlinnych zvyskov. Vdaka svojej chemickej Strukture, ktord
obsahuje vel'ké mnozstvo funkénych skupin dokdzu interagovat’ so znecist'ujicimi latkami ako
su kovy, farbiva, pesticidy ¢i tenzidy. Vedecka spoloc¢nost’ sa vo velkej miere snazi objasnit’
tieto interakcie aj napriek tomu, ze presnu Struktiru huminovych kyselin tplne nepozname.



2  CIELPRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo spracovat’ literarnu reSerS na tému interakcie podnej
organickej hmoty Studovanu mikrokalorimetrickymi metdédami a organickt hmotu bolo v ramci
prace nutné izolovat’ z r6znych typov pod. Na zaklade resSerse bolo cielom modifikovat’ tieto
vyizolované komponenty pomocou metylacie. Sériou merani sa mala v praci optimalizovat’
mikrokalorimetricka metdda, pomocou ktorej sa Studovala interakcia podna organickd hmota-
polutant. Umyslom $tudia interakcii tychto systémov bolo vyvodit’ logické zavery.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Huminové latky

Huminové latky definujeme ako zmes amorfnych, polydisperznych zlucenin zltej az
hnedoc¢iernej farby. Su  heterogénnou skupinou prirodnych organickych molekul
s komplikovanou Struktirou a tvoria neoddelitelnu sucast pddnej a vodnej organickej
hmoty [1]. DIht dobu sa predpoklada, ze huminové latky (HL) majt Struktiru makromolekuly,
no nikdy tento model nebol jednoznacne potvrdeny [2]. Piccolo s kolegami na zaklade analyzy
HK pomocou nizkotlakovej a vysokotlakovej vyluCovacej chromatografie so Sephadexom
zistili, Ze vel'ké molekulové hmotnosti st iba domnelé a miesto makromolekulovej Struktary
zvazuju so samospdjanim makromolekulovych zdruzeni heterogénnych molekul. Podla tejto
teorie, by konformécia huminovej kyseliny mala byt stabilizovana slabymi disperznymi silami
ako napriklad van der Waalsove vizby alebo vodikové viazby. V dnesnej dobe uz mame mnoho
dokazov, ze humusové latky netvoria kovalentne viazané makromolekulové retazce, ale ze
matrica HL je intermolekularne vytvarand zosietovanim mensich jednotiek cez vodikové
mostiky. Ind hypotéza je tvorba humo-nano-trubicovych membran. Nanotrubice sa mozu
vytvarat’ rozkladom rastlinnych a Zivo¢iSnych tkaniv. Prave to, moZze viest k tvorbe nanocastic,
ktoré sa spolu zoskupuju. Uhlikové nanotrubice a nanotrubicové membrany, ktoré vznikli
pritomnostou peptidov a amfifilnych nanovldken, su nevyhnutné pri tvorbe HL
samousporiadanim. Takéto Struktury st pritomné napriklad v HK extrahovanej z ligninu [3].
Huminové zluceniny su hydrofilné, kyslé a maju vel'ka molekulovi hmotnost’, dosahujtiicu
hodnoty v rozmedzi 200 az 200 000 Daltonov [1].

HL maji vdcSinou aromaticky charakter a aromatické jadra st medzi sebou pospédjané
alifatickymi, Casto cyklickymi retazcami. Svojou povahou sa HL zaraduji do skupin
polyfenolov a polykarboxylovych kyselin. Najviac typické funk¢éné skupiny, ktoré sa
nachadzaju v Strukture s karboxylové a hydroxylové, d’alej karbonylové a metoxylové. Tieto
skupiny sa mézu viazat’ na aromatickych jadrach alebo su viazané na postrannych retazcov.
Huminové latky st tvorené prevazne uhlikom, d’alej kyslikom, vodikom, dusikom a inymi
stopovymi prvkami ako sira, fosfor [4].

3.1.1  Vznik huminovych latok

Proces vzniku HL sa nazyva humifikacia a zahfiia vel'ké mnoZstvo biochemickych reakcii.
Teoria vzniku nie je uplne objasnend, ale vSetky sa zhoduju v zdroji materidlu, ktory tvoria
prevazne rastliny a z Casti aj iné organizmy. Humifika¢né tedrie mozeme rozdelit’ do troch
hlavnych skupin: ligninova, polyfenolova a melanoidinova teoria. Vedci sa domnievaju, ze
vSetky tieto teodrie existuji vedla seba a v zavislosti na podmienkach sa moézu aj
prestupovat’ [4]. Podrobné schéma jednotlivych drah vzniku huminovych zlucenin je na Obr. 1.
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Obr. 1: Prehlad teorii vzniku huminovych latok [5]
Teorie humifikacie [3] [4] [6] [7]:
e Polyfenolova tedria

Inak nazyvand aj fenol-proteinova pripadne fenolautooxida¢na teodria. V tejto teodrii su
dolezitymi komponentmi pri syntéze jadra humusove] molekuly fenoly, chinony
a aminokyseliny. V jednej z ciest tvorby HL podla tejto teorie hra kl'acovu tlohu lignin.
Dochadza k uvol'neniu fenolovych aldehydov a kyselin z ligninu pdsobenim mikroorganizmov,
ktoré sa enzymaticky premenia na chinony. Nasledne sa chinény polymerizuji v alebo bez
pritomnosti aminozlucenin za tvorby huminovych makromolektl. Druhou moznostou je
syntéza polyfenolov z neligninového zdroja, ¢o moze byt napriklad celuldza. Polyfenoly su
enzymaticky oxidované na fenoly, ktoré st konvertované na HL.

e Melanoidinova teodria

Teoria znama aj ako sacharidovo-aminova, resp. Maillardova reakcia. Tato teodria patri medzi
najstarSie. Podl'a tejto teorie redukujice cukry a aminokyseliny, ktoré¢ vznikli ako produkty
mikrobidlneho metabolizmu, podliehaji neenzymatickej polymerizacii, pricom vznikaja hnedé,
dusik obsahujuce polyméry. Poc¢iatocna reakcia cukor-aminovej kondenzécie spociva v pridani
aminu do aldehydovej skupiny cukru za vzniku N-substitovanych glykozaminov. Z nich
nasledne vznikaji aminodeoxyketdzy a dochadza k strate vody a fragmentacii molekul.
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e Ligninova teoria

Lignino-proteinovd tedéria predpokladd, ze jednotky ligninu vstupuju do reakcii
s aminokyselinami a vytvaraji jadro molekuly humusovej latky. S jadrom sa spajaja d’alsSie
organické latky, napr. polysacharidy, ktoré vytvaraji okolo jadra uhl'ovodikové retazce. Pri
modifikacii ligninu dochadza k postupnej strate metoxylovych funkénych skupin spojena
s oxidaciou postrannych retazcov za vzniku karboxylovych skupin. Podla tejto teorie,
najmensia v sucasnosti znama HL je fulvokyselina, ktora sa d’alSou polymerizaciou premiena
na huminovu kyselinu a jej d’alSou polymerizaciou vznika humin a nakoniec kerogén, ¢o je
vlastne tuhd organickd hmota, ktora vznikla v péde niekolko kilometrov pod povrchom po
teplotnej premene.

3.1.2 Delenie

Huminové latky mozno rozdelit’ podla chemickych a fyzikdlno-chemickych vlastnosti na
humusové kyseliny (huminové kyseliny, fulvokyseliny, hymatomelanové kyseliny), huminy
a humusové uhlie (ktoré vznikd z huminov pri extrémnych podmienkach karbonizaciou).
Vsetky tieto skupiny st si Strukturne podobné, no lisia sa molekulovou hmotnost'ou, obsahom
funk¢nych skupin, kyslost'ou a rozpustnost'ou v niektorych rozpustadlach. Huminy a humusové
uhlie st vo vode nerozpustné, huminovym a fulvinovym kyselindm sa budeme blizSie venovat’
v nasledujtcich riadkoch. Véc¢sina vedcov rozliSuje len tri skupiny huminovych latok a to:
huminové¢ kyseliny (HK), fulvokyseliny (FK) a huminy. Porovnanie chemickych a fyzikalnych
vlastnosti mézeme vidiet' na Obr. 2 [4].

Fulvénové kyseliny Huminové kyseliny Humin

Tmavohnedi | Sive-Cierna Cierna

ZvySovanie intenzity farby
Zvysovanie stupna polymerizacie

2 000 Da Zvysovaie molekulove) hmotnosti 300 000 Da

45 hm. % ., ZvySovanie obsahu uhlika L:f:;};‘;s» 62 hm. %

48 hm. % S5 Znizovanie obsahu kyslika 30 hm. %

1 400 mmol H/100 g  ZniZovanie kyslosti 500 mmol H¥/100 g

Znizovanie stupfia rozpustnosti

Obr. 2: Chemickeé vlastnosti huminovych latok podla Stevensona (1982) [8]

Huminové kyseliny st rozpustné v zdsadach a nerozpustné v kyselinach a ich farba moze byt
tmavohnedd az ¢ierna [4]. Tvoria najkvalitnejSiu zlozku humusovych latok. Ich zakladnou
jednotkou st aromatické mikrojadra fenolického alebo chinoidného typu, na ktoré sa
prostrednictvom mostikov typu (-O—, -NH—, —-N—, —S—, —CH>—) nap4jajua v bo¢nych retazcoch
funkéné skupiny. V jadre sa mézu nachadzat’ benzén, furan, naftalén, antracén, pyridin a iné.
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Funk¢né skupiny sa mézu vyskytovat’ v tvare: -COOH, —OH, —NH,, -CH3, —SO3H, —C=0, —
OCHj3, —POsH> [1] [4]. Huminové kyseliny sa mozu eSte delit’ na d’alSie 3 skupiny: sivé
huminové kyseliny, hnedé¢ huminové kyseliny a hymatomelanové kyseliny. Prave tieto
posledné spomenuté su rozpustné v etanole a predpoklada sa, ze obsahuju polysacharidové
zlozky spojené esterickymi vizbami [3].

Fulvokyseliny, a taktiezaj ich soli (fulvaty), sa v pdde najcastejSie vyskytuju v adsorbovanej
forme. Podla klasickej makromolekulovej teérie si FK koloidné polydisperzné amorfné
humusové latky . Ich charakteristické sfarbenie je zIté (fulvus=zIty), si menej kondenzované
ako huminové kyseliny,, st rozpustné vo vode, kyselindch aj zadsadach. St charakteristické
najma pre kyslé pddy . Fulvokyseliny maji v porovnani s huminovymi kyselinami nizsiu
molekulovi hmotnost’, obsahujii menej aromatickych Struktur, viac alifatickych postrannych
retazcov a maju viac homogénnu Struktaru [4].

3.1.3  Struktira

Fulvokyseliny a huminové kyseliny sa liSia aj elementdrnym zlozenim, ktoré je zhrnuté v 7ab.
1 [9]. Zakladnymi stavebnymi prvkami HL su uhlik a kyslik, zvySkovy obsah predstavuju
vodik, dusik, sira (3,5 hm.%), fosfor (3 hm.%) [8].

Tab. 1: Prvkové zlozenie huminovych a fulvinovych kyselin [9]

Prvkové zloZenie [hm. %] Huminové kyseliny Fulvinové kyseliny
uhlik 53,8-58,7 40,7-50,6
kyslik 32,8-38,3 39,7-49,8
vodik 3,3-6,2 3,8-7,0
dusik 0,8-4,3 0,9-3,3

Obsah funk¢nych skupin ndm dava lepSiu predstavu o Struktiire molekuly a o ich chemickych,
fyzikdlnych a biologickych vlastnostiach. NajvicSie zastipenie majii zvicSa karboxyloveé
kyseliny, ktoré davaju HL kyslost' ataktiez st to miesta absorpcie a vymeny katidénov.
Priemerné zastapenie funkénych skupin v huminovych latkach udava 7ab. 2 [10].
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Tab. 2: Priemerné zastupenie funkcnych skupin v HK a FK [10]

Huminové kyseliny

Fulvinové kyseliny

Funk¢né skupiny [mmol/g] [mmol/g]
Karboxylova (-COOH) 4,4 2,1
Hydroxylova Alkoholova (—OH) 3.3 3,9
Fenolova —OH(-R) 1,9 4,0
Keto (-C=0) 1,2 1,4
Metoxylova (—O—CH3) 0,3 0,4

Stadium $truktary HK sa vedci venuju uz niekol’ko desat’roéi a poéas tohto obdobia uz vytvorili
mnoho rdéznych teorii, no Struktira este nebola tiplne objasnena. Jednym z prvych modelov HK
bol podla Steelinka (Obr. 3). Struktira modelu bola zaloZena na monomérnych jednotkach
ligninu [11]. Na Obr. 4 mézeme vidiet' naznacenie hypotetickej Struktiry leonarditu.

0O
HO |

Obr. 3: Hypoteticka struktura HK podla Steelinka [11]
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Obr. 4: Hypoteticka primarna Struktura leonarditu [12]

3.2 Priprava huminovych Kkyselin

Najviac pouzivanymi extrakénymi metdédami vznikd materidl, ktory neobsahuje organické
necistoty. Pri extrakcii si HK rozpustané roznymi rozpustadlami, ktoré st uvedené niZsie,
najcastejSie NaOH, pomocou ktorych sa postupne vylucuji zrazeniny nadslednym okyslenim
roztoku pomocou koncetrovanej HCI na pH=2. Metody, extrakéné ¢inidla, ktoré sa vyuzivajua
st schopné odseparovat’ celé spektrum latok a teda st univerzalne pre vSetky typy pddnej hmoty
[13][14]:

o Alkalicka extrakcia

Pri tejto metode sa pdda zmieSa so zriedenym roztokom hydroxidu sodného (0,1-0,5 mol-dm"
3). IHSS (International Humic Substances Society) vyvinula metodu, pomocou ktorej je mozné
extrahovat’ huminové latky z r6znych typov pdd. V predpriprave sa odporacaju IHSS okyslit
vzorku 0,1 mol-dm™ HCI na par hodin (1-3 hodiny). Vd’aka tomuto sa odstrania z roztoku Ca*"
a iné kationy. Nasledne sa vzorka premyje destilovanou vodou, pokym sa neodstrania chloridy.
Samotna extrakcia teda vo vicSine pripadov prebieha 0,1 mol-dm™ NaOH v réznom pomere
k pode. Po niekol’kych hodinach pretrepavania sa pomocou centrifugacie alebo dekantécie
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oddeli roztok tmavohnedej farby, v ktorom su rozpustené humusové latky od anorganickej Casti
pody. Tento roztok sa nésledne okysli niekol’kymi kvapkami HCl do pH 2-1, ¢o sposobi
vyzrazanie HK a FK ostant v roztoku. Anorganicku Cast’ je mozné opit’ podrobit’ opakovane;j
extrakcii. Surova HK sa opidt’ rozpusti v NaOH, opét’ sa vyzraza a Cisti zmesou zriedenej
kyseliny chlorovodikovej a fluorovodikovej, aby sa odstranili posledné zvySky anorganickych
zloziek (popoloviny, oxid kremicity). Po niekol’ko hodinovom trepani HK so zmesou HCI-HF
sa roztok premyje destilovanou vodou, kym sa neodstrania chloridy. Nasledne je mozné
vycisteni HK ziskat’ vymrazovanim alebo suSenim do 50 °C [3]. Plati, Ze ¢im pouzijeme vicSie
mnozstvo alkalického ¢inidla a ¢im je diZka extrakcie vi¢sia, tym sa zvysi vytaznost reakcie.
Ma to ale aj nevyhodu, konkrétne méze dochédzat’ ku chemickym zmenam (napr. oxidécii),
ktoré je mozné minimalizovat’ pritomnost'ou inertného plynu N pri extrakcii. Cas extrakcie sa
zvySuje aj s hodnotou organickej hmoty extrahovanej z pody.

e NasP>07 a iné neutralne soli

Pouzitim tejto metdédy dochadza k inaktivéacii kationov (napr. Ca?’, Fe?', A"

) reakénymi
¢inidlami ako je pyrofosforecnan sodny, oxalacetat amonny a soli slabych organickych kyselin.
Tieto Cinidlad inaktivuji kationy tym Ze vytvaraju nerozpustné zrazeniny alebo rozpustné

komplexy ¢o vedie k solubilizacii organickej hmoty.
e Kyslina mravcia

Vyskumy pddnej organickej hmoty preukézali, ze vdaka kyseline mravcej s pridavkom LiF,
LiBr nebo HBF4, je mozné extrahovat’ az 55 % organickych latok z minerdlnych pdd a 80 %
organickych latok z organickych kompostov V praci sa zistilo, Ze kyselina mravcia s pridavkom
acetylacetonu je najefektivnejSia v podach, kde je vel'ké mnozstvo organickej hmoty len
¢iastocne humifkované [15].

e Organické chelaty

Tieto chelatacné cCinidla sa velmi nepouzivaju, patria medzi neefektivne na extrakciu
organickych latok z pddy, pretoze organické zluceniny schopné tvorit’ chelatové komplexy
s ibnmi kovov uvol'fiuji organick latku do rozpustnych foriem.

3.3 Interakcie HL

V pddnom prostredi tvoria huminové kyseliny aj organomineralne komplexy, pri¢om sorpcia
HK zévisi na druhu ilovitého mineralu, ale samozrejme aj na chemickej Struktire HK (funkéné
skupiny, stupenn humifikacie, stupeil polymerizacie, stupeii oxidacie). Za najdolezitejSie
mechanizmy vdzobného procesu HK sa povazuji ionovovymenné reakcie [ 1].Vedci, konkrétne
Hayes a Malcolm zistili [16], Ze tidaje kationovej vymennej kapacity huminovych latok sa
zvysuju priamo umerne s pH hodnotou vodného média .

3.3.1 Druhy vizieb

Z hladiska vyuziteI'nosti huminovych latok napriklad v oblasti ochrany zivotného prostredia,
je dolezité vediet’ princip vazbovych interakcii tychto latok s kontaminujucimi latkami, ktoré
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sa nachadzaji v prostredi. Pribliznu predstavu o moznych védzbovych interakciach mozeme
odvodit’ zo znamych informacii o Struktare a z niektorych d’alSich vlastnosti huminovych latok.
Podl'a informécii ktoré mame, mézeme predpokladat’ niekol’ko typov vizbovych interakcii
medzi HL a cudzorodymi latkami [17] [18]:

e [bnova vizba

Ide o posobenie elektrostatickych sil medzi funkénymi skupinami a i6nmi, ktoré sa nachadzaju
v roztoku. Ak zvéazime iénovu vdzbu, mézeme HL pokladat’ za ionexy, ktoré v niektorych
pripadoch maju porovnatel'né vlastnosti ako syntetické ionexy. Vznik elektrostatickej vazby
u HL teda m6Zeme predpokladat’ v pripade alkalickych kovov a amoniaku [17].

e Koordinacna vizba

Tento typ interakcie je najdolezitejSim typom vazby medzi makromolekulovymi matricami HL
a 16nmi kovov, ktoré¢ su schopné tato vizbu vytvorit. Konkrétne moze ist’ o toxické kovy, ktoré
sa nachadzaju v podzemnych alebo odpadovych vodach. Vizba je tvorend prevazne
karboxylovymi a fenolickymi skupinami v Struktire HL a je ovplyvnena hodnotou pH (v slabo
kyslom prostredi sa na tejto véizbe podielaju karboxylové kyseliny, v zasaditom prostredi sa
zucastiuju aj fenolické skupiny). Stabilita komplexov, ktoré vznikaju stiipa s rastiicim pH a to
najma u i6nov (napr. Cu?"), ktoré tvoria silne karboxylat-fenolické komplexy [17] [18].

e Kovalentna vizba

U HL ide prevazne o interakcie medzi nejakym kontaminantom, napriklad zmesou
polyaromatickych uhl'ovodikov a HL. Moéze ist’ napriklad o reakcie, ktoré prebiehaji bez
vyuzitia enzymov alebo reakcie s vyuzitim biokatalyzatorov. Moznost’ vzniku kovalentnej
vdzby medzi Struktarou HL a kontaminantom je z predpokladom pre jeho imobilizaciu.
K trvalej fixacii dochddza vznikom kovalentnej védzby. Ddlezité ale je, aby sme vedeli Ci je
proces vzniku vézby reverzibilna alebo ireverzibilna [17].

¢ Vodikové mostiky

Relativne slaba vizba, ktord vznika na zaklade pritomnosti niektorych funkénych skupin, napr.
amidova, laktdmova ¢i nitrilova. Tieto vézby sa aj napriek nizkej vdzbovej energii mozu
podielat’ na vizbach medzi huminovymi latkami a kontaminantmi. Vodikové mostiky boli
dokazané pre iminoskupiny v molekulach herbicidov [19]. Vézba je taktiez interakcia dipol-
dip6l, pricom atom vodika sluzi ako most medzi dvoma elektronegativnymi atdmami. Jeden
znich je viazany kovalentnou vdzbou, druhy zase elektrostatickymi silami. Adsorpcia
aniénového herbicidu na HK je pripisovana prave vodikovej véazbe [19].

e Hydrofobne interakcie

Tato vidzba je najviac predpokladand interakcia HL s hydrofobnymi a alifatickymi
kontaminantmi. Tieto interakcie vznikaju pri kontakte nepolarnych skupin (alkylovych), ktoré
nesu molekuly nachadzajtce sa vo vodnom roztoku. Vyskyt tychto interakcii sa predpoklada aj
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v pripade doélezitej skupiny S-triazinovych herbicidnych latok [17]. Triaziny su Lewisove
zésady so Struktirou heterocyklu s troma atomami dusika, ktory moze byt donorom
elektronového paru na tvorbu kovalentnej vizby [20]. Medzi ne patri aj atrazin, ktory sa radi
medzi selektivny pesticid a slizi na ni¢enie burin v kukurici, chmel'u a cukrovej trstine, pretoze
je schopny zastavit’ fotosyntézu [21].

3.3.2 Vizbové moZnosti

Huminové kyseliny zobrazuju komplexny systém s karboxylovymi a fenolickymi skupinami,
ktoré patria medzi najdolezitejSie funkéné skupiny a zac¢astnuju sa interakcii so zluceninami
prechodnych prvkov.

Na interakciu s i6nmi prechodnych prvkov st dvojfunkéné chelaéné miesta najviac dolezité.
V huminovych kyselinach su to salicylové typy (Obr. 5) alebo dikarboxylové typy (Obr. 6)

[18]:
0 0
OH 4 HO o,
— + H
n
OH +H OH
Jﬁﬂ
0

Obr. 5: Salicylovy typ

0
OH +Ho Df”_l_ .
_—
OH + H+ OH
0

Obr. 6: Dikarboxylovy typ

Dal$ou moznost'ou st dvojfunkéne viazané typy kam radime [18]:

1) 2 karboxylové skupiny na rozdielnom jadre rovnakej makromolekuly (Obr. 7)

2) karboxylové alebo fenolické skupina na rozdielnom jadre rovnakej makromolekuly (Obr. 8)
3) 2 karboxylové skupiny na roznych polymérnych makromolekulach (Obr. 9)

4) karboxylové a fenolické skupiny na r6znych polymérnych makromolekulach (Obr. 10)
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Obr. 7: 2 karboxyloveé skupiny na rozdielnom jadre rovnakej makromolekuly
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Obr. 8: Karboxyloveé alebo fenolické skupiny na rozdielnom jadre rovnakej molekuly
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Obr. 9: 2 karboxylové skupiny na réznych polymérnych makromolekulach

T WU

Obr. 10: Karboxylové alebo fenolické skupiny na roznych polymérnych makromolekuldch

Z vysledkov merania roznych komplexov prechodnych prvkov, ktoré boli uskutocnené
pomocou elektronovej paramagnetickej rezonancie nam vyplyva [18]:

1) prechodné prvky sa k huminovym kyselindm viazu silnou kovalentnou védzbou

2) prevazne sa prave kyslikové atomy karboxylovych a fenolickych skupin podiel'aju na tychto
vizbach
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3) nachadza sa tu vel'ké mnozstvo vizbovych miest s roznou silou, ktoré sa postupne zapliuju
a vd’aka nim sa prednostne odstraniuju neziaduce prechodné prvky z huminovych kyselin

4) so zvysujucim sa pH, vzrastd aj pravdepodobnost’ vzniku vizieb prechodnych prvkov
s huminovymi kyselinami

3.3.3 Interakcie HK s ionotvornymi organickymi zlti¢eninami

Polutant moéze byt plynnd, kvapalna alebo tuhd chemicka latka, ktord ma pri istych
koncentraciach a dizke pdsobenia $kodlivy vplyv na Zivé organizmy. MéZzeme ich rozdelit’ na
primarne, kam patria polutanty, ktoré boli vypustené priamo do zivotného prostredia a na
sekundarne, ktoré vznikaju v Zivotnom prostredi pdsobenim fyzikalnych dejov a chemickymi
reakciami sa vytvaraju v atmosfére reakciou primarnych polutantov [22]. Tym, ze HK su
schopné viazat’ polarne 1 nepolarne zluceniny, maju velky potencial pre remediaciu pody. Poda
je schopna eliminovat kontaminanty interakciou s anorganickymi podnymi zloZkami
a huminovymi kyselinami. Takyto sposob odstraiiovania kontaminantov viazbou na HK v pode
sa vyuziva predovsetkym na ich prvotné odstranenie z vel'mi znecistenych lokalit [17]. Medzi
polutanty, ktoré st obsiahnuté ¢i uz vo vodnom prostredi alebo pedosfére patria napriklad
detergenty a pesticidy, ktoré su blizsie opisané v nasledujtcich Castiach tejto kapitoly.

Tenzidy

St to organické latky, ktoré su schopné hromadit’ sa pri nizkej koncentracii na fizovom rozhrani
a tym znizuje medzifdzovu energiu sustavy, teda povrchové napétie Co je sila, posobiaca
v povrchu kvapaliny na jednotku dizky. Vd’aka tomu sa pouZivaju hlavne v &istiacich a pracich
prostriedkoch, st stcastou réznych emulznych, penotvornych, zmacacich a zmékcovacich
prostriedkov. Molekula tenzidu je charakteristickd svojou poldrne-nepolarnou stavbou tzn.
sklada sa z hydrofilnej a hydrofobnej &asti [23]. Struktura tenzidu je znazornena na Obr. 11.

Obr. 11: Molekula tenzidu- hydrofilna cast' ("hlava), hydrofobna cast ("chvost")

Snad’ najvyznamnejSie vyuzitie tenzidov je v ich vodnych roztokoch. Hydrofilné skupiny maja
silni afinitu k vode anaopak plati, Ze hydrofobne skupiny maju afinitu k vode slabt.
Hydrofébnu skupinu tvori v prevaznej vacsine pripadov dlhy uhl'ovodikovy ret'azec, no mézu
ho tvorit’ aj fluorované alebo oxidované uhlovodiky alebo siloxédnové retazce. Hydrofilna
skupina je i6nova alebo vysoko polarna skupina a méze prispievat’ k rozpustnosti vo vode.
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Konkrétne to mozu byt napriklad tieto skupiny: —O—, —-COO-, —-SO>.NH-, -CONH-, —OH,
polyetylénglykolové, polyglukozové, atd’. [23] [24].

Pozname viacero druhov tenzidov:
e Anionické

Tato skupina tenzidov patri medzi najviac rozSirenu. Najstar§Sim anajviac vyuZivanym
tenzidom je mydlo, tj. sodna sol’ vyssich karboxylovych kyselin (Cio — C22). Vo vodnom
prostredi disociujii molekuly na zaporne nabity organicky i6n a vd’aka tomu dochédza k sorpcii
necistot, ktoré maju vacsinou slaby kladny naboj. Dobrou vlastnost'ou tejto skupiny tenzidov
je, ze znizuju oxidacnu schopnost’ mikroorganizmov a pri vysSich koncentraciach znizuju
¢innost’ nitrifikacnych baktérii. NajaktivnejSie su v alkalickom a neutralnom prostredi, naopak
v kyslom prostredi su nestale [25]. Vyuzivaja sa ako zdkladny tenzid detergentov, tzn. praskové
pracie prostriedky, kvapalné umyvacie a pracie prostriedky. Uplatnenie si nasli aj v r6znych
kozmetickych vyrobkoch, Sampdnoch, tekutych mydlach a kiipelovych penach [23].

e Kationické

Medzi kationové tenzidy patria obzvlast kvartérne amoniové soli, napriklad chloridy alebo
metosulfaty. Vo vodnom prostredi nesie 16n hydrofébnej Casti molekuly kladny néboj a vd’aka
tomu sa nevedia uplatnit’ v detergencnych procesoch. Protion je vicSinou anorganicky
(halogén). Kationické tenzidy sa nachadzaji v avivaznych pripravkoch a okrem avivazneho
efektu vykazuju aj mikrobicidny u€inok. Oproti anionickym tenzidom maju horsiu biologick
rozloziteI'nost’. NajaktivnejSie su v kyslom a neutralnom prostredi, v alkalickom prostredi st
nestale [23] [26].

e Amfotérne

Obsahuju v nedisociovatelnej Casti molekuly kation aj anion a prave tymto zlozenim su
unikatne. Ich vlastnosti im umoziuji kombinaciu s kationickymi a anionickymi tenzidmi. Vo
vSeobecnosti maju tieto tenzidy dobré detergencné vlastnosti [23]. Su relativne stale v kyslom
a vyborne v zasaditom prostredi. Vyuzivaju sa pri vyrobe vlasovych ¢i telovych Sampodnov,
tekutych mydiel, pien do kupela, no vyuzitie najdu aj v obore konzervovania a reStaurovania
[26].

e Neionové

Tieto tenzidy obsahuju hydrofilné skupiny, ktoré vo vode nedisociuju. St viazané priamo alebo
cez d’alSie funk¢éné skupiny na hydrofilni ¢ast’ molekuly. Rozpustaju sa vo vode kvdli ich
hydratacnym vlastnostiam [26]. Vyuzitie ndjdu vo vyrobe praskovych pracich prostriedkov,
v textilnom priemysle ako antistaticky a apretacny prostriedok ¢i v kozmetike ako emulgator
[23].
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Struktiira vybraného tenzidu

V tejto praci sme na Stadium vlastnosti HK pouzili PAL, ktord sa radi medzi katiénaktivne
tenzidy. Konkrétne sa pouzil Septonex (karbethopendecinium-bromid), ktory je zobrazeny na

Obr. 12. Je to kvartérna amoniova zlicenina, ktorda ma dezinfek¢éné a antiseptické ucinky.
Vyskytuje sa vo forme bieleho az slabo ZItého krystalického prasku, ktory sa rozpusta vo vode
a organickych rozptstadlach. V stcasnosti sa Septonex vyuziva vo farmaceutickom priemysle,
napriklad pri priprave oftalmologickych pripravkov, usnych kvapiek ¢i koznych sprejov [27].

o .
I

0 | Y

Obr. 12: Struktiira Septonexu [28]
Pesticidy

Pesticidy st biologicky aktivne latky, ktoré mézu byt syntetického, prirodného alebo
mikrobidlneho charakteru. Ked’ze sa pouzivaju k vyhubeniu ¢i potlaceniu ré6znych druhov
Skodcov, vyuzitie maji najméd v pol'nohospodarstve, lesnictve alebo sa vyuzivaju k ochrane
uskladnenych plodin a vyrobkov. Pesticidy sa delia na pripravky podla druhu aplikécie a to na
pripravky proti Skodcom, proti parazitickym hubam a proti burine [29].

Pri interakcii pesticidov s HK dochadza k wvzniku viacerych druhov vidzbovych
mechanizmov [30]:

e Jonova vidzba medzi —COOH a fenolovou —OH skupinou huminovych kyselin
a protonovanym dusikom herbicidu
e Vodikova vdzba medzi funkénymi skupinami HK a herbicidu
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e Vizby, ktoré prendsaju naboj medzi donormi a akceptormi elektonov

Efektivitu adsorpcie hydrofobnych pesticidov z vodnych roztokov je mozné zvysit napriklad
modifikaciou HK pomocou polystyrénu [31]. Skupina ¢inskych vedcov tak zmenila HK, ¢o
sposobilo, Ze obsahovali menej karboxylovych a fenolovych skupin a tym sa zniZzila aj polarita.
Pri nemodifikovanych HK interagovali polarne funk¢né skupiny s okolitym vodnym roztokom
za tvorby filmu, vd’aka comu nebola adsorpcia pesticidov taka efektivna. Zistilo sa teda, Ze
adsorpcia hydrofobnych pesticidov bola efektivnejsia pri HK s modifikéciou, pri ktorej sa film
na povrchu nevytvaral.

Katiény bipyridinu, ako je napriklad paraquat (PQ), patria medzi najznamejSie zlozky
ionizovatelnych herbicidov, ked’ze sa vo velkom mnozstve pouzivaju v pol'nohospodarstve
a su Siroko rozptylené v pode a vode. Paraquat je aplikovany ako jeho dichlorna alebo dibrémna
sol’, ktord po rozpusteni vo vode uvoliiuje organicky katiéon PQ2+, ktory moze byt absorbovany
na povrch pddy dvomi moznostami. Jednou je nahradenie anorganického kationu, druhou
moznost'ou je ibnovo interakény mechanizmus s negativne nabitymi miestami na povrchu pody
v ktorom bude rozhodovat’ elektrostaticky uc¢inok. PQ sa adsorbuje na huminovych latkach
a stupenn adsorpcie sa zvySuje so zvySujucim sa pH ako dosledok ionizéacie kyslych skupin
v organickej latke. PQ vykazuje afinitu pre oxidy zeleza a ilovité materialy [32].

Pri $tadiu interakcii bipyridinovych a triazinovych skupin herbicidov s HK sa pomocou FT-IR
spektroskopie dokazalo, Ze pri adsorpcii je mozné sledovat’ viac vizbovych mechanizmov. Co
sa tyka bipyridinu, merania ukazali tvorbu i6novej vizby medzi COO- skupinami HK
a kladnym nébojom herbicidov, ale aj tvorbu m-m vézieb medzi akceptormi a donormi
elektrénov. Pri triazine sa pozorovala ionova vidzba medzi COOH skupinami huminovej
kyseliny a protonovanymi dusikmi herbicidu a taktiez eSte vodikova vdzba medzi kyslikatymi
skupinami kyseliny a aminoskupinami pripadne heterocyklickymi dusikmi herbicidu [30].

Fenoxyalkanové kyseliny (ako kyselina 4-chlor-2-metylfenoxyoctova; MCPA) a ich derivaty
predstavuju velku skupinu herbicidov, ktoré sa v polnohospodarstve pouzivaji vo velkej
miere. Tento typ organického pesticidu ma karboxylovi skupinu, ktora zodpovedna za
interakcie so zlozkami pody. Molekula MCPA obsahuje aj fenolickt lipofilnu Strukttru, co
umoziuje pokladat’ tento herbicid za vzorovy pre Stuidium mechanizmov adsorpcie a desorpcie
v pode. Reaktivita povrchu pody zavisi od poctu a typu dostupnych funkénych skupin, takze
ionizacia kyslej skupiny je zosilnend blizkym vytahujucim substituentom. Tim vedcov
z Talianska, pod vedenim profesora Piccolo, skumal interakciu herbicidu glyfosat s Cistym
komplexom Zelezo- huminova kyselina pomocou adsopcnych izoteriem pri réznych ¢asoch
mieSania. Bolo zistené, Ze pri nizkej koncentracii je glyfosat absorbovany mechanizmom
vymeny ligandu, ktoré zahfnaja fosfonoskupinu a sféru hydratacie zeleza v komplexe HK, no
pri vySSej koncentracii moze byt glyfosat viazany mechanizmom vodikovych vézieb na
sorbedové molekuly [33].
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3.4 Modifikacia HK

Vlastnosti HK ako napriklad ich nizka mechanickd pevnost’, Gplnd rozpustnost’ v alkalickych
roztokoch, ¢i ich vysoka polydisperzita brani ich vyuzitiu v rtéznych odvetviach. Vhodna tiprava
moze zvysit' ich reaktivitu, tepelnt a chemicku odolnost’ pripadne moéze ovplyvnit ich
rozpustnost. Huminové kyseliny mézeme modifikovat’ napriklad pomocou formaldehydu [34]
pripadne mocoviny [35]. Jednou z moznosti ako zistit’ vplyv funkénych skupin na celkova
reaktivitu predstavuje ich selektivna metylacia. Tento sposob nam pomoédze vylucit' vplyv
niektorych funk¢énych skupin v Struktire huminovych kyselin na ich reaktivitu a na druhti stranu
overit'’ vplyv inych funkénych skupin. V S$tudii [36] je popisand trojstupiiovd metylécia.
Vprvom kroku dochddza k metylacii karboxylovej kyseliny diazometanom
v dimetylformamid; druhym krokom su hydroxylové skupiny metylované metyljodidom
a dimetylsulfinylkarbaniénom v dimetylformamide. Nasledne sa hydrolyzované kyslé¢ skupiny
metylovali diazometdnom. Tymto postupom vznikol produkt, ktory bol uplne rozpustny
v metylén-chloride, pricom sa dosiahol vysoky stupeil metylacie, no touto technikou sa
identifikovali iba malé Casti molekuly, ¢o je nevyhodné. Zistilo sa, Ze rychlost’ metylacie
s diazometanom je mozné regulovat’ pomocou dusika. V préci [37] autor uvadza, Ze pouzitie
diazometanu ako Ccinidla je najvhodnejsi na metylaciu huminovych kyselin, ktoré boli
extrahované z pody s neutrdlnym pH a pre kyslé pody sa ukdzala ako najlepSia metylacia
pomocou dimetylsulfanu.

Dal§im z moznych spdsobov metylacie je pomocou 2-pyrolidonu [38]. V tomto pripade sa
huminova kyselina najprv rozpusti v pyrolidone a metyluje sa pridanim diazometanu
v dietyléteri a etanole do roztoku. Pri tomto experimente vedci zistili, ze rychlost’ metylacie
funk¢nych skupin huminovej kyseliny bude zavisiet’ od stérického efektu v molekulach a moze
byt spdsobend dvoma typmi. Do uvahy pripadd bud’ pritomnostou objemnych skupin
v molekule, ktoré blokuja pristup metyla¢ného ¢inidla k funkénym skupindm alebo agregacia
molekul. V inej stadii [39] sa ako najatraktivnejSia a najacinnejSia metdda povazuje
esterifikacia pomocou metanol-tiochloridu. Tato metdda ma vysoku selektivitu a tym je vhodna
pre heterogénnu huminovu makromolekulu. Vysledky studie ukazali, Ze bolo zablokovanych
az 92 % karboxylovych skupin a iba 2 % fenolovych skupin.

Od dob kedy sa zacali huminové kyseliny prvykrat skumat’, preslo uz viac ako 50 rokov
a vyskum znacne pokrocil. Okrem ¢inidiel ako dimetylsulfat [40], trimetoxymetan [41] a tych,
ktoré st spominané vyssie, sa pouziva aj trimetylsilyldiazometan v metane (TMS-DM), ktory
mdzme pokladat’ za vhodu ndhradu za diazometan, ktory je toxicky a vybusny [42]. V tejto
praci sme si ako C¢inidlo na metylaciu vybrali prave TMS-DM, ktory je komer¢ne dostupny
a pouziva sa k metyléacii karboxylovych skupin aj fenolov vd’aka jeho schopnosti selektivne
obsadit’ karboxylové funkcéné skupiny [43]. Doélezitou vlastnostou HK je ich interakcia
s kovmi, kde sa najviac do reakcie zapdjaju karboxylové a fenolické skupiny. Avsak, ked’ sa
tieto skupiny zablokuju, modifikovana vzorka sa moéze vyuzit' pri Stadiu vplyvu tychto
blokovanych skupin na reaktivitu a transportné vlastnosti huminovych latok [44]. Blizsie
informacie k postupu metylacie a charakterizacie materidlu ktory vznikol je popisany
v publikéciach [45] [46].
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3.5 Metody analyzy interakcii HL so zli¢eninami

3.5.1 Izotermalna titra¢na kalorimetria

Izotermalna titracnd kalorimetria sa vyuziva v kvantitativnych S$tididch réznych
biomolekulovych interakcii a funguje na priamom merani tepla, ktoré sa uvolni alebo absorbuje
pocas molekularneho viazania. Je jedinou technikou, ktord moéze urcit' vsetky vézbové
parametre v jednom experimente. Pri tejto metode nie je potrebnéd ziadna modifikacia ¢i uz
fluorescenénymi znackami alebo prostrednictvom imobilizécie [47]. Touto metddou mdzeme
stanovovat’ vzorky réznych skupenstiev (kvapalné, pevné, gélové) a vplyv na meranie nema
sfarbenie ¢i zakal vzorky. Vyuzitie ma v biotechnologii a uplatni sa aj v ostatnych odvetviach
chémie [48].

Metodika merania umoznuje stanovenie vdzbovej afinity, stechiometrie, entropie a entalpie
vazbovej reakcie v roztoku. Ked’ ddjde k vizbe, teplo sa uvol'ni alebo absorbuje a prave toto sa
meria pomocou citlivého kalorimetra pocas postupnej titracie ligandu do vzorky obsahujucej
biomolekulu. V kalorimetri sa nachadzaju dve cely, ktoré je mozné vidiet’ aj na Obr. 13 [49].
Jedna z nich obsahuje vodu a posobi ako referencnd, v druhej cele sa nachadza vzorka. Metoda
funguje na principe kompenzécie tepla a merany signal je velkost’ energie potrebnej k udrzaniu
konstantného teplotného rozdielu medzi celou so vzorkou a referencnou celou. Tato metoda
moze objasnit’ mechanizmy, ktoré su zdkladom molekulovych interakcii [47].
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Obr. 13: Popis kalorimetra [49]
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4 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
4.1 Izotermalna titracna kalorimetria a huminové kyseliny

V jednom vyskume [50] bola Studovana interakcia purifikovanej huminovej kyseliny (PAHA)
s proteinom lyzozym (LSZ) pomocou izotermalnej titracnej kalorimetrie zmieSanim tychto
dvoch zloziek v roznych pomeroch. Termogramy izotermalnej titracie lyzozymu a HK
poukazuju na to, Ze pridanie huminovej kyseliny k lyzozymu je exotermické. Tym padom je
tato vizba energeticky priazniva. Zavery tejto Stidie, ze afinita pre komplexaciu PAHA a LSZ
je vysoka, komplexy l'ahko agreguju v pritomnosti nejakej soli a ze hydrofobne interakcie
zohravaju dolezitu ulohu, sa oCakavaju aj pri inych HK-katiénovych proteinovych systémov.
Z tohto dovodu ked sa v systémoch zivotného prostredia nachadzaju aj HK a katiébnové
proteiny, vytvoria sa komplexy, ktoré sa lahko agreguju. Interakcia medzi komplexmi
a mineradlnymi povrchmi moéze viest k adsorpénym javom, ktoré sa liSia od javov, ked je
pritomny len protein alebo HK. Napriklad HK sotva adsorbuje na oxide kremicitom, ale
predbezné pokusy ukazuju, Ze HK sa I'ahko viaze na oxid kremicity pokryty LSZ.

Dalsia $tudovana interakcia bola vizba protéonu a medi na podu a huminovu kyselinu na baze
lignitu (HK) [51] a to sa skimalo kombindciou réznych technik vratane izotermalnej titracne;j
kalorimetrie (ITC). Ziskané poznatky ukézali, ze vdzba medi na deprotonizované¢ miesta
s karboxylovym typom bola riadena entropicky a deprotonizované miesta s fenolovym typom
entropiou aj entalpiou. Entropicky riadend reakcia je dej pri AH>0 a AS>0, pricom dej je
samovolny a prebieha nad kritickou teplotou T>T., ked’ plati IAHI<ITASI. Zistilo sa, ze vdzba
medi na HK je vo velkej miere zavisi od lokdlneho typu a koordinacného prostredia, ale
termodynamické vézbovost’ mechanizmu pre vizbu medi na Specifické typy lokality st boli
podobné pre rozne HK. Téato Stidia nam poskytuje predstavu o univerzéalnej povahe
termodynamickych tdajov Specifickych pre dany typ lokality a pontka tak moznost
kvantitativne urcit’ vizbové Struktiry iénov t'azkych kovov na huminové latky.

4.2 Huminové kyseliny interagujuce s tenzidmi

Huminové kyseliny vykazuji povrchova aktivitu vo vodnom roztoku a pri vysokych
koncentracidch vytvaraju agregacie podobné miceldm. Jednym z publikovanych vyskumov
[52] poukazuji na to, Ze povrchova aktivita a agregacia sa zvySuje pri nizkom pH. Prave
povrchova aktivita ma velky vplyv na fyzikéalne a chemické vlastnosti pdd. HK sa spravaja ako
slabé polyelektrolyty a maju schopnost’ interagovat’ s réznymi molekulami a prave interakcia
medzi polyelektrolytom a povrchovo aktivnymi latkami vo vodnom roztoku je otdzkou
viacerych stuadii. Pri nich sa zistilo, Ze uz len malé pridanie kationového tenzidu do vodnych
roztokov anidonového polyelektrolytu vyvola zniZenie povrchovej aktivity. V tejto Stadii bola
sledovana povrchova aktivita vodného roztoku HK a katiénového tenzidu CnTAB o r6znom
pocte uhlikov (n=12, 14, 16). Tato stidia pod vedenim Terashima et al. poukdzala na znizovanie
povrchovej aktivity vodného roztoku HK so zvySujucim pH, kde inflexny bod bol okolo
pH=5,5. Preto v tejto Stadii pouzili pH=6, aby vyhodnotili u¢inok katiéonového tenzidu na
povrchovu aktivitu HK. Zistili, ze pri pridani ve'mi malého mnozstva CTAB k vodnému
roztoku HK sposobil prudky pokles povrchovej aktivity. Povrchové aktivity ako HK, tak aj
CTAB sa znizovali v poradi Ci;TAB>C14sTAB>CisTAB a tvar kriviek zmeny povrchove;j
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aktivity bol skoro nezéavisly od pridanej PAL. V stadii sa zistilo, Ze znizenie povrchového
napéitia vody je omnoho vyssie vo vodnom roztoku zmesi HK/CTAB ako v roztokoch ¢istych
zloziek. Taktiez povrchova plocha jednej molekuly v zmesi HK/CTAB je vécsia ako plocha,
ktort zabera len CTAB bez HK. Jej velkost’ zavisi od dizky alkylového retazca povrchovo
aktivnej latky. V tomto pripade sa hodnota plochy zvysovala s klesajiicou dizkou retazca.

V praci [53] vedci sa pokusili charakterizovat’ interakciu HK s PAL pomocou ITC, vd’aka comu
chceli ziskat' informécie o zakladnej Strukture HK. Kationové PAL interaguji s HK
elektrostaticky a hydroféobne. V tomto experimente sa ako PAL pouzil monohydrat
hexadecylpyridinium chlorid, ktory sa v praxi vyuzil napriklad pri odstraniovani oleja zo
znecistenej vody pripadne pri odstranovani jedla a mineralnych olejov zo znecistenej vody [54].

Rovnaké zistenie dosiahli aj vedci Shang a Rice z USA [55], kde skiimali komplexy, ktoré sa
vytvorili pri interakcii HK a kationovou PAL, konkrétne s CTAB pomocou rontgenového
rozptylu s malym uhlom (SAXS). Zistili, ze molekuly HK su v alkalickom prostredi flexibilné
a nevykazuju kryStalické ani hust¢ domény. HK vSak spdsobila deformaciu krysStalov
vytvorenych z CTAB prostrednictvom elektrostatickej interakcie medzi hlavnymi skupinami
CTAB a vedl'ajsimi skupinami HK.

V minulosti bola skiimana vdzbovost' PAL na huminové kysliny réoznym spdsobom. Jednym
zmoznych prikladov mozeme uviest' analyzu pomocou detektora naboja Castic a poly-
DADMAC (polydialyldimetylamonium chlorid), ktory sa radi medzi silné kationové
elektrolyty, a vyuZiva sa na stanovenie naboja vzoriek huminovych latok. V praci [56] pouzili
ako tenzidy dodecyl pyridin chlorid (DPC) a cetylpyridin chlorid (CPC) v spojeni s 5 druhmi
huminovych latok. Vysledky merani ukazuju a potvrdzuja, Ze vdzba kationovej povrchovo
aktivnej latky na huminovu latku je spdsobena elektrostatickymi a hydrofobnymi vézbami a
existencia huminovych latok vo vodnom prostredi moze byt’ vo vel'kej miere ovplyvnend PAL.

Dal$ou pracou v ktorej sa zaoberali interakciou tenzidu s HK bola [57]. V praci boli skiimané
sorpéné kapacity a mechanizmy dvoch réznych HK a pod s dodecylbenzén sulfénovovou
kyselinou (DBSA). Zistilo sa, Ze sorpcna kapacita samotnych HK bola vysSia ako kapacita
pody. HK sa ukazali aj ako u¢inny sorbent na znizenie koncentracie DBSA v prostredi. Udaje
o sorpcii ukazali, ze k sorpcii doslo hlavne na C=C, C-O a aromatickych funkénych skupinach.
Okrem tohto faktu, vysledky naznacujii Ze sorpény mechanizmus spociva hlavne z tvorby
vodikovych vézieb, hydrofobnych interakcii a mechanizmu donor-akceptor.

Subbiah a Mishra [58] skumali vo svojej praci vlastnosti komplexov HK-tenzid pomocou
fluorescencnej spektroskopie s excitacne emisnou maticou (EEMF) a pomocou synchrénnej
fluorescencnej spektroskopie (SFS). V §tudii boli pouzité ro6zne druhy tenzidov, anionicky —
SDS (dodecylsulfat sodny), kationicky CTAB a ako neionicky bol pouzity Triton X-100 (TX-
100). Skamané komplexy boli premeriavané pomocou metddy SFS pri vinovej dizke 200-500
nm a metodou EEMF v oblasti 250-600 nm. V EEMF spektrach HK identifikovali dve
fluorescen¢né maxima. Po pridani anionického tenzidu SDS sa dokézalo, ze interakcia HK
a SDS je vel'mi slabd. Podobné vysledky sa dosiahli aj pri neionickom tenzide. Naopak, ak sa
k huminovej kyseline pridalo CTAB, v komplexe nastala Gplné strata intenzity fluorescencie,
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¢o moOze byt zapriinené agregaciou. So zvySujucou sa koncentraciou CTAB boli
identifikované 2 fluorescencné maxima. Vysledky tejto prace dokézali, ze HK su vo velkej
miere ovplyvilované pritomnost’ou kationickych tenzidov a ako vhodnti metdda pre ich §tadium
mozeme pokladat’ fluorescenéné meranie pri vinovej dizke 460/540.

Ina Studia [59] sa zaoberala vézbou kationicky tenzidu CTAB a neiondégénnych nonylfenol
ethoxylatov (NPE) na prirodni huminové latky (HL). U neiénového tenzidu sa nezaznamenal
rozdiel vo fluorescen¢nych spektrach HL, takze nedoslo k pozorovanej interakcii medzi NPE
a HL. Ak sa pridal kationovy tenzid CTAB, zmeny uz boli pozorovateI'né ¢o znamena, Ze doslo
k vzniku vézieb.

V d’alSom vyskume [60] sa skimala aj moznost’ interakcie aniénovej PAL (SDS) a dvoch
kationaktivnych PAL (dodecyl- a cetylpyridinium chlorid, DPC, CPC) na purifikovanu
huminovt kyselinu. Interakcie boli skimané pri hodnotich pH 5, 7 a 10 pri idnovej sile
0,025 mol-dm™. Zistilo sa, Ze pri tejto idnovej sile nenastala Ziadna vyznamna viizba medzi
SDS a PAHA. Naopak pri DPC a CPC doslo k silnej vizbe. Komplexy kationovych PAL sa
s PAHA zréazaju, akonahle dojde k dosiahnutiu bodu neutralizicie ndboja. Vysledkom tejto
prace je, ze HK su vo velkej miery ovplyvnené nizkymi koncentraciami kationovych PAL vo
vodnom systéme zivotného prostredia.
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5 EXPERIMENTALNA CAST
5.1 Pouzité chemikalie

e Destilovana voda

e Milli-Q voda

e Pdda — kambizem (Banin), Cernozem modalna (HruSovany nad JeviSovkou)
e Hydroxid sodny, p.a., Penta s.r.o.

e Kyselina fluorovodikova 38-40% p.a., Lach-Ner s.r.o0.

e Kyselina chlorovodikové 35% p.a., Penta s.r.o.

e Pyrofostat sodny >99% p.a., Sigma-Aldrich

e Septonex (karbethopendecinium-bromid)

e Trimetylsilyl (2 mol-dm™) v metanole, Sigma-Aldrich

5.2 Pouzité pristroje

e Centrifaga Hettich (Rotina 46 R)

e Trepacka laboratorna (Kavalier LT-2)

e MiesSacka preklopna

e MiesSacka magneticka (Cimarec i Poly)

e pH meter (Mettler Toledo)

e Automaticky titrator Titrando 888 + Stirrer 801 Metrohm

e Mikrokalorimeter (TAM III, TA Instruments)

e Analytické vahy (Scaltec)

e Rotacny odparovac¢ Heidolph (Laborota 4000)

e Lyofilizator (VirTis BenchTop K)

e Elemenetarna analyza (EA3000, EuroVector)

e Termogravimetria (Q5000,TA Instruments)

e Infracervend spektrofotometria s Fourierovou transforméciou (Nicolet iS50, Thermo
Scientific™)

5.3 Vzorky a ich priprava
5.3.1 Lokalita odberu pody

Pouzité typy pdd sme mali zo zdrojov dostupnych v okoli. Vzorky pody kambizeme sme mali
z okolia Biezovej nad Svitavou, konkrétne z obce Banin. GPS stradnice obce st 49° 66,
56125'N, 16° 46, 19247' E. Obec sa nachadza priblizne 56 km od Brna v Pardubickom kraji a
okrese Svitavy. Kambizeme sa vyskytuju prevazne v pohoriach v mierne suchej az chladnej
horskej oblasti.

Vzorku modalnej ¢ernozeme sme mali z HruSovan nad JeviSovkou. Toto malé mesto je
situované v okrese Znojmo v Juhomoravskom kraji, priblizne 26 km vychodne od Znojma, len
5 km od ¢esko-raktiskych hranic a necelych 50 km juhozapadne od Brna. P6dna sonda, z ktore;j
bola odobrata vzorka sa nachadza na ceste ¢.415 z Litobratfic do HruSovan. Podl'a GPS je
lokalizovana pomocou stradnic 48° 86, 49833"' N, 16° 39, 97328' E. Cernozeme sa pokladaju
za najurodnejSie pddy vd’aka 2 — 5 % obsahu humusu s vyskytom na nizinach a v suchych
teplejSich oblastiach.
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5.3.2 Priprava huminovych kyselin

Vsetky huminové kyseliny boli pripravené alkalickou extrakciou [61]. Najskor sme si navazili
200 g pody a nasledne ju zmiesali s 1 dm* 0,1 mol-dm™ roztoku HCI. Suspenzia bola ponechana
na trepacke jednu hodinu, aby doslo ku dekalcinacii, pri ktorej dojde k precisteniu pody
odstranenim vapnika a d’alSich kationov. Zmes sa premyla priblizne 200 ml destilovanej vody,
aby sa odstranili Cl" iény. Takto upravena pdda sa previedla do plastovej nadoby spolu s 2 dm?
extrakéného ¢inidla 0,5 mol-dm™ NaOH a 0,1 mol-dm™ NasP>07-10 H,O a nadoba sa nechala
na trepacke cez noc. Suspenzia bola nasledne odstredena pri podmienkach: 20 minut, 4 000
RPM, 15 °C. Pevny podiel, ktory sme ziskali po odstredeni sa opét" extrahoval rovnakym
sposobom. Kvapalny podiel, ktory predstavuje roztok huminovych a fulvinovych kyselin, sa
prefiltroval cez filtraény papier a ziskany roztok sa okyslil pomocou koncentrovanej 35% HCI
na pH mensSie ako 2. Po priblizne dvoch hodinach sa huminové kyseliny vyzrazali a oddelili
sme ich od roztoku fulvinovych kyselin odstredenim pri rovnakych nastaveniach centrifugy (20
minut, 4 000 RPM, 15 °C). Napokon sa ziskané¢ huminové kyseliny previedli do plastove;j
nadoby s 1 dm? 0,5 obj. % roztoku zmesi HC1 a HF. Té4to nadoba sa ponechala na trepacke 2
dni pri laboratérnej teplote. Suspenzia bola opit’ odstredena a pevny podiel sa previedol do
dialyza¢nych membran (3 500 Da) a dialyzoval sa proti destilovanej vode priblizne 3-4 tyzdne
za pravidelnej jej vymeny, aby sa vymyli chloridové i6ny. Cez dialyzaénii membranu sa na
principe difuzie odstrania molekuly do hmotnosti 3 500 Da. Po tejto dialyze sa vzorka podrobila
lyofilizacii. Pre obe vzorky pody sme experiment vykonali dvakrat.

5.3.3 Selektivna metylacia huminovych kyselin

Pomocou metylacie doslo k esterifikacii karboxylovych skupin a teda k zniZeniu poctu
reaktivnych miest v huminovej kyseline. Pri metylacii sa zmiesal 1 g HK s 4 cm® chloroformu
a 2 cm® metanolu. Nasledne sa pridali 4 cm® roztoku TMS-DM. Po 2-hodinovom mie$ani sa
pridalo d’alsie mnoZstvo TMS-DM, konkrétne 0,75 cm?®. Takto metylované HK sa nechali susit’
v digestore.

5.4 Charakterizacia huminovych kyselin a tenzidov

5.4.1 Elementirna analyza a termogravimetria

Medzi zakladnt charakteristiku HK patri elementdrne zlozenie HK, teda konkrétne obsah
prvkov C, H, N, S, O. Této analyza je potrebnd z dovodu ziskania predstavy o ich Struktare.
K tomu, aby sme zistili elementarne zlozenie nam slizia automatické analyzatory, kde ako
vysledok dostaneme udaj v atomovych percentdch prepocitanych z hmotnostnych percent.
Skiimané vzorky HK sa analyzovali pomocou pristroja EA3000, EuroVector a st zhrnuté
v kapitole 6.1.1. Co sa tyka termogravimetrie, vd’aka tejto metdde sme vedeli stanovit
nespalite'ny podiel a vzdusnt vlihkost’ HK. Experiment sa uskutocnil na pristroji Q5000 od TA
Instruments. Meranie prebiehalo v kyslikovej atmosfére v rozsahu teplot od 20 °C do 900 °C.
Zastupenie vlhkosti v HK bolo stanovované pri 120 °C.
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5.4.2 Stanovenie obsahu kyslych funkénych skupin

Na urcenie celkovej kyslosti HK boli pouzité metédy priamej a spétnej titracie za vyuZzitia
automatického titratora Titrando 888. Pri priprave roztokov HK a lthov bola pouzivana Milli-
Q voda.

e priama

Navazilo sa 100 mg HK, ktoré sa rozpustili v 100 ml Milli-Q vode. Tato suspenzia bola
ponechan4 na magnetickom miesadle po dobu 24 hodin a néasledne sa titrovala 0,05 mol-dm™
roztokom hydroxidu sodného. Po optimalizacii sa titraéné ¢inidlo pridavalo po 0,05 ml-min’!,
celkovy pridany objem v pripade leonarditu a kambizeme bolo 50 ml, v pripade ¢ernozeme 30
ml.

e spitna

Navazenych 100 mg HK sa ponechalo rozptstat’ v 50 ml 0,1 mol-dm™ hydroxidu sodného.
Tato suspenzia sa nechala na magnetickom miesSadle 24 hodin a potom sa titrovala 0,1 mol-dm"
3 kyselinou chlorovodikovou. T4 sa pridavala po 1 ml'‘min’!. Meranie sa zastavilo pri pH=2.

5.4.3 Izotermalna titraéna kalorimetria

Do mernej cely izotermalneho kalorimetra sa opatrne vstreklo priblizne 200 pl roztoku
huminovej kyseliny.

Nastavenie parametrov merania

e Pocet pridavkov: 19

e Objem pridavku: 0,4 pl (prvy pridavok), 2 ul (18 pridavkov)
e Interval medzi jednotlivymi pridavkami: 150 sekand

e KonsStantna teplota titracie: 25 °C

e (Celkovy davkovany objem titracného roztoku: 36,4 ul

o (Cas merania: 48 minut
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA
6.1 Charakterizacia huminovych kyselin

Na experimenty tejto prace sa pouzili vzorky izolovanej huminovej kyseliny z ¢ernozeme,
kambizeme a Standard huminovej kyseliny IHSS Leonardit.
6.1.1 Elementirna analyza a stanovenie obsahu popola pomocou termogravimetrie

Elementarna analyza pomdha urCit’ prvkové zastipenie, konkrétne uhlik, vodik, dusik, siru
a kyslik. Percentudlne zastipenie je zobrazené¢ v Tab. 3. Vdaka termogravimetrickému
stanoveniu je mozné zistit mnozstvo nespalitelného podielu vratane vlhkosti materidlu,
vysledky z tohto merania su taktiez zapisané v Tab. 3.

Tab. 3: Elementarna analyza vybranych latok vrdtane stanovenia vlhkosti a popola

DRUH HK C H N S (0] Popol | Vihkost’
[at.%] | [at.%] | [at.%] | [at.%] | [at.%] | [hm. %] | [hm.%]
HK ¢ernozem 33,6 47,9 2,8 0 15,7 7,4 4,7
mHK ¢ernozem 31,9 50,2 2,3 0 13,8 7,4 4,7
HK kambizem 31,7 53,9 2,7 0 11,6 2,7 4,5
mHK kambizem 28.2 55.4 2,5 0 9.8 2,7 4,5

Ak si porovname huminové kyseliny pred a po metylécii tak si mézeme v§imnuat’ rézne zmeny.
V struktire modifikovanych huminovych kyselin doslo k nérastu mnozstva vodika a zaroven
k znizeniu zastipenia kyslika. Z toho mézeme usudit, ze pri metylacii doslo k selektivnej
blokacii, tj. dojde k zmene z tvaru -COOH na —OOCH3.

6.1.2 Stanovenie obsahu kyslych funkénych skupin

Huminové latky sa vyskytuju v prirode ako negativne nabité makromolekuly a ich zaporny
naboj je dany pritomnostou prevazne karboxylovych a hydroxylovych skupin [4].

Celkova kyslost’ sa urcila zo spotreby odmerného roztoku, jeho koncentracie a navazky podla
1):

) AV.c.1000
celkova kyslost = EE— (1)

kde AV je rozdiel spotreby titracného Cinidla pre titraciu (rozdiel prvého a posledného EP)
v dm?, ¢ je moldrna koncentrécia kyseliny v mol-dm™ a m ndvazok HK v g.
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Ako mdézeme vidiet’ v Tab. 4, najviac kyslych funkénych skupin, ¢ize najvyssi obsah -COOH
skupin obsahuje Leonardit. Na Obr. 14 a Obr. 15 priame;j titracie, pri vzorkach HK sme ziskali
typicky tvar titracnej krivky s inflexnymi bodmi. Titracnd krivka metylovanej huminove;j
kyseliny nema klasicky esovity tvar a jej pH prudko narasta uz po prvych pridavkoch NaOH.
Celkova kyslost’ priamej titracie pri metylovanych vzorkach je blizka nule z ¢oho mozeme
usudit’, ze pri uprave doslo k uplnej metylacii karboxylovych skupin vzoriek.

Tab. 4: Vypocitané hodnoty celkovej kyslosti huminovych kyselin

Priama titracia Spétna titracia
Druh HK [mmol-g] [mmol-g']
HK Leonardit 8,11 29,81
HK kambizem 2,75 10,24
mHK kambizem 0 7,01
HK ¢ernozem 422 13,34
mHK ¢ernozem 0,73 4,50
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Obr. 14: Porovnanie titracnej krivky metylovanej a povodnej vzorky HK cernozem pri priamej
titracii
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Obr. 15: Porovnanie titracnej krivky metylovanej a povodnej vzorky HK kambizem pri
priamej titracii
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6.2 Interakcia huminovych kyselin s tenzidmi

Vysledkom merania pomocou izotermalneho titracného kalorimetra je zavislost’ tepelného toku
na Case, jednd sa o takzvanu kalorimetricku titraénti krivku. Piky krivky sa nasledne daju
integrovat’ a ziskame zavislost’ zmeny vidzbovej entalpie AH na koncentrécii titracného roztoku.

V sucasnej dobe existuje stale malo Stadii, ktoré by sa zaoberali interakciou HK s tenzidmi
pomocou ITC, preto sme si na meranie zvolili 3 rézne koncentracie Septonexu a pozorovali
spravanie huminovej kyseliny. Konkrétne sme pouzili tieto tri koncentracie 0,05 mol-dm™,
0,075 mol-dm™ a 0,100 mol-dm™.

Pri merani sme v mernej cele pouzili roztok HK s koncentraciou 1 g-1'! a ako vychodziu merant
vzorku sme zvolili Septonex s koncentraciou 0,075 mol-dm™. Na Obr. 16 je znazorneny
vzorovy priebeh titracie Septonexu do Standardnej vzorky IHSS Leonarditu. Je z neho zrejmé,
ze priebeh titracie bol prevazne endotermicky as Casom sa zniZzovala jeho interakcia
s vybranym tenzidom Septonexom.

Tepelny tok [uW]
w
o
|

¢as [min]

Obr. 16: Titrdcia Septonexu (0,075 mol-dm™) do Leonarditu
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Nasledne sme porovnavali priebeh titricie Septonexom (0,075 mol-dm™) snasimi tromi
vzorkami HK (Obr. 17): THSS Leonarditom, HK cernozem a HK kambizem. Pri HK z
cernozeme pozorujeme krivku esovitého tvaru s inflexnymi bodmi a tato vzorka interaguje

s tenzidom najlepsie.

AH [kI-meol-!]

L
=]
=

—+—HK temozem

—o—|HSS Leonardit

HK kambizem

¢ [mmol-dm™]

Obr. 17: Titracia HK cernozem, IHSS Leonarditu a HK kambizeme Septonexom
0,075 mol-dm™
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Pre porovnanie charakteru signalu sme pouzili na titraciu vyizolovanych huminovych kyselin
z Cernozeme a kambizeme aj Septonex s koncentraciou 0,050 mol-dm™ (Obr. 18). Ani
v jednom pripade sme nezaznamenali typicku titraénu krivku, signdly pred integraciou mali
striedavy charakter endotermického a exotermického signalu, no vzorka HK izolovanej
z kambizeme mala signal o nieco silnejsi.

6,00

con

=]
=]

—e—HK Earnozem

=]
=]

AH [k)-mol?]

—a—HK kambizem

700

1,00

wn
=
=
[=]

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 8,00

¢ [mmoldm?]

Obr. 18: Titracia HK cernozem a HK kambizem Septonexom 0,050 mol -dm™
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Pri merani vzorky kambizeme mézeme vidiet’ (Obr. 19), ze viazbova entalpia je 0 mnoho vysSia
pri vzorke povodnej HK. Je to zo zrejmého dovodu, Ze pri upravenej vzorke HK kambizeme
doslo k selektivnej blokacii funkénych skupin.

—e—mHK kambizem

\ —a—HK kambizem

AH [kJ-mol?l]

12,00

¢ [mmol-dm=]

Obr. 19: Titracia HK kambizem (p6évodnej a upravenej) Septonexom 0,050 mol-dm™
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Titraciu HK cernozeme (povodnej a metylovej) pomocou nami optimalnej koncentracie
Septonexu s koncentraciou 0,075 mol-dm™ je zobrazena na Obr. 20. Na fiom mdZeme vidiet’,
ze v pripade mHK ¢ernozem dochadza k nizSej interakcii s tenzidom ako pri pdvodnej vzorke
HK, opét’ vd’aka selektivnej blokacii karboxylovych skupin.

n
=

—a—mHK éernozem

—s—HK temozem

AH [kJ-mol-!]

M
=]

12,00

[
=
=

0,00 2,00 400 6,00
¢ [mmoldm?]

Obr. 20: Titracia HK cernozem (pévodnej a upravenej) Septonexom 0,075 mol-dm™
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Na Obr. 21 mozeme vidiet' priebeh titracie Cernozeme Septonexom, ktory mal roéznu
koncentraciu. Ako najlepsie javiaci je Septonex s koncentraciou 0,075 mol-dm>, kde
pozorujeme po integracii titratni krivku s typickym esovitym tvarom. Pri zvys$nych

koncentraciach doslo k rychlemu poklesu viazbovej entalpie.

—50mM

——75mM

AH [k)-mol?]

100 mM

¢ [mmoldm?]

Obr. 21: Titracia HK cernozem Septonexom 0,050 mol-dm™, 0,075 mol-dm= a 0,100 mol-dm

-3
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V pripade metylovanej vzorky ¢ernozeme (Obr. 22) sme nezaznamenali typicky tvar titracnej
krivky z ¢oho vieme usudit’ spravnu metylaciu HK izolovanej z ¢ernozeme. Chaoticky tvar
kriviek pri pouZiti Septonexu s koncentraciu 0,050 mol-dm™ a 0,100 mol-dm™ bol sposobeny
nestalym signalom, kedy sa pri titracii striedal endotermicky a exotermicky charakter signalu.

—=50mM

—/5mM

AH [k)-mol?]

100 mM

2,00 4,00 £,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00
¢ [mmol-dm]

Obr. 22: Titrdcia upravenej HK cernozem Septonexom 0,050 mol-dm™, 0,075 mol-dm?
a 0,100 mol-dm>
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7 ZAVER

Téato diplomovéa praca je zamerand na Studium podnej organickej hmoty a jej interakcii
s polutantmi pomocou mikrokalorimetrickych metdd. Prvym cielom prace bola izolacia
organickej hmoty zroznych typov pdd. Nasledne sme vyizolované huminové kyseliny
podrobili metylacii, aby sme mohli izotermalnou titra¢nou kalorimetriou preStudovat’ interakciu
povodnou aj upravenej huminovej kyseliny.

V experimentalnej Casti sa alkalickou extrak¢nou metddou izolovali z cernozeme a kambizeme
huminové kyseliny, pricom cast’ sme podrobili selektivnej metylacii pomocou TMS-DM.
Nasledne sa elementdrnou analyzou stanovilo prvkové zlozenie oboch druhov huminovych
kyselin a vd’aka termogravimetrii sme urcili obsah popola v pdvodnych aj metylovanych HK.

Celkovu kyslost’ sme stanovili priamou a spétnou titraciou. Vysledky ndm ukézali, Ze celkova
kyslost’ metylovanej huminovej kyseliny bola nulova (u vzorky HK izolovanej z kambizeme),
pripadne pribliznd nule (pri vzorke HK izolovanej z Cernozeme), z ¢oho mozeme konstatovat’,
ze vzorky boli upravené metylaciou spravne.

Interakcie huminovych kyselin s polutantmi, ¢i uz povodnych alebo metylovanych boli
Studované izotermalnou titraCnou kalorimetriou, kde sme ako polutant pouzili kationaktivny
tenzid Septonex. V praci sme porovnavali rdézne koncentracie Septonexu s izolovanou
huminovou kyselinou. Charakter reakcie medzi nimi moézeme oznacit’ ako endotermicky, to
znamena ze sa teplo v priebehu reakcie zuzitkovalo.

Sledovanim nameranych vysledkov moézeme usudit, ze najlepSia interakcia tenzidu so
vzorkami bola pri izolovanej HK z ¢ernozeme, pricom najoptimalnejSia koncentracia tenzidu
sanam javila 0,075 mol-dm™. Pri merani sa nam potvrdil predpoklad, ze HK by mali mat’ vyssiu
schopnost’ interakcie ako ich metylované verzie, to znamena ze pri interakciach hraje vel'mi
dolezita tlohu selektivna blokacia karboxylovych skupin.

Vd'aka rozvijajucim sa znalostiam vedeckej obce zistit' interakcie HK s polutantmi, maja
huminové kyseliny velku budtcnost’ k zvySeniu ochrany Zivotného prostredia.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
9.1 Zoznam pouzitych skratiek

at.%
CTAB
CPC
Da
DADMAC
DPC
DTGS
EEMF
EP

FK
FT-IR
HK
HL
hm.%
ITC
LSZ
MCPA
PAHA
PAL
POH
PQ
SAXS
SDS

SFS

atomove percenta

cetyl trimetylamonium bromid
cetylpyridin chlorid

Dalton

polydialyldimetylamonium chlorid
dodecyl pyridin chlorid

deuterizovany triglycerinsulfan
fluorescencna spektroskopia s excitacne emisnou maticou
ekvivalentny bod

fulvinova kyselina

infraervena spektrometria s Fourierovou transformaciou
huminova kyselina

huminova latka

hmotnostné percenta

izotermalna titracnd kalorimetria
lyzozym

kyselina (4-chlor-2-metylfenoxy) octova
purifikovand Aldrich huminova kyselina
povrchovo aktivna latka

pddna organicka hmota

paraquat

rontgenovy rozptyl malych uhlov
dodecylsulfat sodny

synchronna fluorescencna spektroskopia
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TGS triglycinsulfat
TMS-DM trimetylsilyldiazometan

9.2  Zoznam pouzitych symbolov

C molarna koncentrécia

m hmotnost’

T. teplota

AH reak¢nd entalpia

AS reak¢na entropia

T teplota

AT rozdiel teplot

AV rozdiel spotreby titracného ¢inidla

[mol-dm™]
[ke]

[°C]
[J-mol™]
[JK']
[°C]

[°C]

[dm’]
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