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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaénimi procesy adsorpce kyseliny ferulové na
raznych typech sorbent. Konkrétné se jedna o sorbenty heterogenniho charakteru — aktivni
uhli a makroporézni polymerni sorbenty Amberlyst A-21 a Amberlit XAD-16. V teoretické
casti je zcela charakterizovana kyselina ferulova, dale je diskutovana problematika
adsorp¢nich procesti. Pro stanoveni fenolické kyseliny byly pouzité instrumentalni metody
UV-VIS a HPLC. Hlavnim cilem experimentalni ¢asti je optimalizace rtiznych parametri
adsorpce, vcetné sestrojeni adsorpénich izoterem, stanoveni maximalni adsorp¢ni kapacity
jednotlivych sorbenttl, studium kinetiky a mechanizmi adsorpce. Byl stanoven vliv soli pro
posouzeni, zda jsou anorganické soli maji vyznamny dopad na adsorpéni kapacity kyseliny
ferulové. Na zékladé€ téchto parametri byla stanovena optimalni hodnota pH = 3, optimalni
navazka s pomérem m/V = 0,009 g-ml* a kontaktni ¢as 50 min pro vSechny tii adsorbenty. Ze
studovanych adsorpc¢nich izoterem Langmiuriiv model byl povazovan za nejlepsi, dale byly
stanoveny piislusné maximalni adsorp¢ni kapacity pro vSechny tfi sorbenty s hodnotami
150,4 mg-g* pro aktivni uhli, 209,1 mg-g* pro Amberlyst A-21 a 82 mg-g* pro Amberlyt
XAD-16. Pii studiu kinetickych modeli byl vybran model pseudo-druhého fadu pro tti
adsorbenty, ktery koreloval s vysledky ziskanymi Langmuirovou izotermou. Pokles adsorp¢ni
kapacity pti stanoveni vlivu NaCl ¢inil 4 % u aktivniho uhli, u polymernich sorbentt byl
stanoven pokles adsorbovaného mnozstvi o 52 % a 55 % pro Amberlyst A-21 a Amberlyt
XAD-16 respektive. Pii testu kompetice 3 ruznych fenolickych kyselin za optimalizovanych
podminek adsorpéni selektivita vristala v potadi kyselina sinapova > ferulova > p-kumarova
pro adsorbenty XAD-16 a aktivni uhli. Pro sorbent A-21 adsorp¢ni sila vristala v pofadi
kyselina p-kumarova > ferulova > sinapova. Vysledky prace naznacuji vhodnost vSech tfech
sorbentl pro adsorpci fenolickych kyselin.

KLICOVA SLOVA

Kyselina ferulova, adsorpce, polymerni sorbenty, aktivni uhli, adsorp¢ni izoterma



ABSTRACT

This thesis deals with optimalization processes of adsorption of ferulic acid on different types
of sorbents. Specifically, was used the activated carbon as a sorbent of heterogeneous
character and Amberlyst A-21 and Amberlit XAD-16 as macroporous polymer sorbents. The
ferulic acid is fully characterized in the theoretical part and are discussed the problems of
adsorption processes. To determination of the phenolic acid were used UV-VIS and HPLC
instrumental methods. The main aim of the experimental part is to optimize various
parameters of adsorption, including the construction of adsorption isotherms, determination of
maximum adsorption capacity of individual sorbents, study of kinetics and mechanisms of
adsorption. Determination of the influence of salt was studied to assess the impact of the
inorganic salts on the ferulic acid adsorption capacity. Based on these parameters, was carried
out determination of an optimal pH value on 3, with an optimal adsorbent load (m/V ratio =
0,009 g-ml?) and a contact time of 50 min for all three adsorbents. Equilibrium studies
described by adsorption isotherms and the Langmiur model fitted the best, and the maximum
adsorption capacities were determined for all three sorbents with 150,4 mg-g? for activated
carbon, 209,1 mg-g™* for Amberlyst A-21 and 82 mg-g™* for Amberlyte XAD-16. In the study
of kinetic models was selected pseudo-second model for all three adsorbents, which
correlated with the results obtained by the Langmuir isotherm. The decrease in adsorption
capacity in the determination of NaCl influence was 4 % for activated carbon, for
macroporous polymer sorbents was decreased by 52 % and 55 % for Amberlyst A-21 and
Amberlyt XAD-16 respectively. In a selectivity test under optimized conditions, adsorption
strength increased in the order of sinapic acid > ferulic acid > p-coumaric acid for polymeric
sorbent XAD-16 and activated carbon. For the A-21 sorbent the adsorption strength increased
in the order of p-coumaric acid > ferulic acid > sinapic acid. The results of the work indicate
the suitability of all three sorbents for the phenolic acid adsorption.

KEYWORDS

Ferulic acid, adsorption, polymer sorbents, activated carbon, adsorption isotherm
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1 UVOD

Fenolické kyseliny, vSudyptitomné v rostlinach, jsou nezbytnou soucasti lidské stravy a velky
zajem se soustfed’uje na jejich antioxidac¢ni vlastnosti. Tyto bioaktivni slouceniny byly
V poslednich desetiletich Siroce studovany. V soucasné dobé dochazi k narustu produkce
téchto sloucenin jak v odvétvi zeméd€lském, tak 1 potravinaiském. Jednou
Z nejvyznamnéjSich fenolickych kyselin je kyselina ferulova. Kyselina ferulovda ma Siroké
moznosti  uplatnéni v oblasti  potravinaiského (peCeni, zmrzlina, ¢okolada)
I nepotravinaiského pramyslu (kosmetika, biomedicina, farmaceutika). V potravinaistvi
se pouziva pro prevenci zabarveni a oxidaci potravin a jako prekurzor pro vyrobu vanilinu.
Kvili své nizké toxicité, kyselina ferulova je oblibend v kosmetickém primyslu jako
antioxida¢ni ¢inidlo. V biomediciné a farmaceutickém primyslu ma Siroké uplatnéni v roli
protirakovinnych ¢inidel.

Jednim z nej¢astéjSich zdroju kyseliny ferulové jsou lignocelulézové materialy. Pro izolaci
kyseliny ferulové a jejich derivati z lignocelulozovych materiali existuji rizné postupy. Pro
pfizplisobovani a vylepSeni téchto metod s cilem experimentalniho vyvoje a nasledujiciho
uplatnéni ve velkém provoznim méfitku je tfeba fadn¢ optimalizovat fyzikalné-chemické
podminky. Jednim ze zékladnich a dilezitych fyzikalné-chemickych procesi pro izolaci
a purifikaci kyseliny ferulové je jeji adsorpce na rizné typy sorbenti. Adsorpce fenolickych
latek z chemicky komplexnich extraktd ziskava $ir$i uplatnéni v oblasti izolace a purifikace
ve velkém meéfitku, diky nizkoenergetickym ndkladim adsorp¢nich procesi ve srovnani
S jinymi operacemi. Na adsorpéni procesy maji vliv riznorodé parametry (teplota, pH,
mnozstvi adsorbentt atd), fyzikalné-chemické charakteristiky a regenerovatelnost adsorbentii.
Tyto parametry urcuji ekonomickou udrzitelnost celého procesu a je nutné je pred uvedenim
do poloprovoznich a provoznich méfitek optimalizovat v podminkach laboratornich.

V této diplomové praci bylo cilem optimalizovat parametry pro adsorpci kyseliny ferulové
na riznych typech adsorbenti. Byly testovany 3 typy sorbenti — aktivni uhli a 2 typy
makroporéznich polymernich sorbentli na bazi styren-divinylbenzenu (SDVB) XAD-16 a
A-21. Aktivni uhli byly zvoleny kvili vysokym adsorpénim vlastnostem, relativné
jednoduchému procesu adsorpce a snadnému procesu regenerace adsorbentu. Polymerni
sorbenty se staly vhodnymi kandidaty pro adsorpci kyseliny ferulové z divodu vysokych
adsorpcnich kapacit, relativné nizkych nakladii a snadné regenerace. Byly realizovany
experimenty s cilem optimalizovat jednotlivé sorpéni parametry se zaméfenim na
maximalizaci adsorpéni kapacity.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou podtfidou velké kategorie metabolitd, bézné oznacovanych jako
,fenolické latky*. Nazev ,.fenolické kyseliny* obecné popisuje fenolické latky, které obsahuji
aromaticky kruh, nesouci jeden nebo vice hydroxylovych substituentti a pohybuji se od
jednoduchych fenolickych molekul po vysoce polymerizované slouceniny. Pfi popisu
rostlinnych metabolitl se vSak jedné o odlisSnou skupinu organickych kyselin, které se skladaji
ze dvou podskupin, tj. kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskoficové. Skupina kyseliny
hydroxybenzoové zahrnuje kyselinu gallovou, p-hydroxybenzoovou, protokatechovou,
vanilovou a syringovou, které maji strukturu Ce — C1. Skupina kyseliny hydroxyskoficové ma
tti uhlikové postranni fetézce Cs — C3 a patii sem nejbéznéjsi kyseliny, jako jsou kavova,
ferulova, p-kumarova a sinapova [1].

O OH

Obrazek 2.1. Zakladni struktura fenolickych kyselin

Derivaty kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskoficové existuji prakticky ve vsSech
rostlinnych potravinach (ovoce, zelenina, obili) a také v semenech, listech, kofenech
a stoncich. Ve volné vazané form¢ existuje jenom maly podil fenolickych kyselin. Vétsina je
spojena pies etherové, esterové a acetatové vazby ke strukturalnimu komponentu rostliny
(celuloza, bilkoviny, lignin), nebo k vétsSim polyfenolim (flavonoidy), nebo k mensSim
molekulam (kyselina chinova, maleinova, vinna) nebo jiné pfirodni produkty [2], [3].

2.2 Kyselina ferulova

Kyselina ferulova (kyselina 4-hydroxy-3-methoxyskoficova) byla poprvé izolovana z Ferula
foetida pro stanoveni struktury a jeji nazev byl zalozen na botanickém nazvu rostliny.
Kyselina ferulova byla poprvé izolovana z komercni pryskyfice v roce 1866 a chemicky
syntetizovana v roce 1925 [4].
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Obrazek 2.2. Chemicka struktura a syntéza kyseliny ferulové a pribuznych sloucenin
V rostlindch [5]

Kyselina ferulova je enormné hojny a témét vSudypiitomny fytochemicky fenolicky
derivat kyseliny skoficové, ktery je ptfitomen ve slozkach rostlinné bunééné stény jako
kovalentni postranni fetézec. Spole¢né s kyselinou dihydroferulovou je slozkou lignoceluloz,
kde propijcuje bunééné sténé tuhost tim, Ze vytvaii zesiténi mezi polysacharidy a ligninem.
K tvorbé kyseliny ferulové v rostlinich dochazi prostfednictvim biosyntetické cesty —
Sikimatové drahy, ktera se zafind aromatickymi aminokyselinami, L-fenylalaninem a
L-tyrosinem. Fenylalanin a tyrosin se konvertuji na Kkyselinu skoficovou a kyselinu
p-kumarovou pomoci fenylalanin amoniaklyazy a tyrosin amoniaklyazy respektive. Kyselina
p-kumarova se preméiuje na kyselinu ferulovou hydroxyla¢ni a metylacni reakci. Oxidace
a metylace kyseliny ferulové a dalSich aromatickych slouc¢enin poskytuji  di-
a tiihydroxyderivaty kyseliny skoficové, které se spolu s kyselinou ferulovou podileji na
tvorb& ligninu. Konverzni reakce probihaji béhem tvorby kyseliny ferulové a dalSich
aromatickych sloucenin, které jsou schematicky znazornény na obrazku 2.2 [5], [6].

Bylo zjiSténo, Ze kyselina ferulova je spojena s fadou sacharidi jako glykosidovych
konjugati, riznych estert a amidi se Sirokou Skalou piirodnich produktl. Vytvaii estery
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vazbou s riznymi molekulami, jako jsou polysacharidy, alkoholy s dlouhym fetézcem, rizné
steroly rostlin, tetrahydroizochinolin-monoterpen glukosid, amino-hydroxycyklopentenon,
flavonoidy a riizné typy hydroxykarboxylovych kyselin véetné glukonovych, kyseliny vinné,
jable¢né, hydroxycitrové, tartronové, chinové a hydroxymastné [5].

2.2.1 Biologické ucinky

Biologické ucinky kyseliny ferulové zacaly byt pozorovany v 70. letech, kdy japonsti
vyzkumnici objevili antioxida¢ni vlastnosti sterylovych estert kyseliny ferulové extrahované
z ryzového oleje. Tato vlastnost kyseliny ferulové byla jednim z hlavnich diivodu, pro¢ ¢insti
vyzkumnici zkoumali potencidlni antiaterosklerotické ucinky kyseliny ferulové. Jednou
Z nejlépe dolozenych biologickych aktivit kyseliny ferulové jsou jeji antioxida¢ni vlastnosti.
Kvali svému fenolovému jadru a prodlouZenému postrannimu fetézci kyselina ferulova
snadno tvoii rezonanéné stabilizovany fenoxy-radikal (obr. 2.3), ktery odpovida za jeho
ucinek zachycovani volnych radikali. To umozZnuje, aby kyselina ferulova chranila DNA
a lipidy proti oxidaci prosttednictvim reaktivnich forem kysliku (ROS) [5], [7].

2 o. .OH x
B O M Os_ LOH X
N N x S
FA
OCH, o oc
R-H 2 oCH OCH 4 OCH3
A ° ® ?
H i
R " ) o) OH i 0 OH
l X
T oxidace |
-
I
¥ OcH
R—H
o o

Obrazek 2.3. Aktivita vychytavani radikalii kyseliny ferulové (FA) v dusledku vysoké
rezonancni stabilizace jejiho fenoxylového radikalu [8].

2.2.2 Priamyslové a biologické vyuziti kyseliny ferulové

Po objeveni antioxida¢nich vlastnosti kyseliny ferulové, zacala byt v Japonsku ,,vSeobecné
povaZzovana za bezpecnou (GRAS)“ a byla schvilena pro pouziti jako antioxidacni
potravinaiska ptidatna latka a prostfedek pro ochranu pfed UV zéafenim v kosmetickych
prostiedcich. Diky tomu, Ze kyselina ferulova stabilizuje roztok vitamini C a E, coZz
zdvojnasobuje jeho fotoprotekci kize, bylo prokazéno, Ze je uZitena pro ochranu pied
fotostarnutim a rakovinou kaze. Jesté jeden divod Sirokého uplatnéni kyseliny ferulové
Vv kosmetickych piipravcich a v medicin€ je to, Ze kyselina ferulova vykazuje celou fadu
biomedicinskych ucinkd, vcetné antioxidacnich, antialergickych, hepatoprotektivnich,
antikarcinogennich, protizdnétlivych, antimikrobialnich, antivirovych, vazodilata¢nich,
antitrombotickych u¢inki a pomaha zvysit Zzivotaschopnost spermii. Jako indikator
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environmentalniho stresu v rostlinaich miize byt pouzit amidovy derivat kyseliny ferulové,
ktery vznika kondenzaci kyseliny ferulové s tyraminem [6], [8], [9].

V pekatském priimyslu se za ucelem konzervace bézné pouzivaji amidy kyseliny ferulové
s aminokyselinami nebo dipeptidy. V mnoha zemich bylo pouziti kyseliny ferulové jako
potravinaiské piidatné latky schvaleno jejich vladou, protoze jak jiz bylo uvedeno, je G¢inné
vychytava radikal superoxidového aniontu a inhibuje peroxidaci lipida. Dalsi zajimava
aplikace kyseliny ferulové v potravinaitském prumyslu pochdzi z jejich dulezitych
viskozitnich a emulgacnich vlastnosti. Vzhledem k tomu, ze kyselina ferulova je schopna
kovalentné zesitit polysacharidy a proteiny, pouziva se ke zvySeni viskozity a tvorbé gelt
z nekterych polysacharidii, véetné polysacharidii s nizkou molekulovou hmotnosti a nizkou
schopnosti tvorby gelu, coz umoziuje vyvoj novych geli v potravinaiském pramyslu.
Kyselina ferulova navic hraje dilezitou roli ve vyvoji jedlych filmt jako oball pro potraviny
a léky, které zvysuji kvalitu potravin tim, ze plsobi jako bariéra proti vlhkosti, plynu, viini
a lipidiim a také diky zajiSténi ochrany potravindiského vyrobku po otevieni obalu. Jedlé folie
jsou biologicky rozlozitelné a mohou byt dokonce konzumovany s jidlem, coz snizi znecisténi
tradi¢nich biologicky nerozlozitelnych plastovych folii [8], [10].

2.2.3 Prirodni zdroje kyseliny ferulové

Kyselina ferulovad je jednim z metaboliti biosyntézy ligninu z fenylalaninu a tyrosinu
Vv rostlinach. Nachazi se v rostlinnych tkanich ve dvou formach: volné a konjugované; soucet
téchto dvou forem oznacuje celkovou kyselinu ferulovou. Kyselina ferulova se obvykle
koncentruje v otrubach obili, slupkach ovoce, kofenech a slupkach zeleniny. Bunééné stény
(1,4 % suché hmotnosti) obilnych zrn a ruznych potravinarskych rostlin (ananas, banan,
Spenat a Cervend fepa) obsahuje 0,5 — 2 % extrahovatelného mnozstvi kyseliny feruloveé,
pievazné v trans-izomerni form¢. Tabulka 2.1 shrnuje obsah kyseliny ferulové v rtznych
znamych zdrojich [5], [11].
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Tabulka 2.1. Obsah kyseliny ferulové v riiznych zdrojich [5]

Zdroj Ferulova kyselina [mg/100 g]
Bambusové vyhonky 243,6

Lilek 7,3-35
Cervena fepa 25

Lopuch 7,3-19
Sojové boby 12

Arasid 8,7
Spenat/zmrazené 7,4

Rajce 0,29-6
Redkev 4,6
Brokolice 4,1

Ryze 24

Cukrova repa 800
Celozrnny Zzitny chléb 54

Popcorn 313
Celozrnné ovesné vlocky 25-52
Ovesné otruby 33
Rafinované kukuri¢né otruby 2610 — 3300
Zitné otruby 280

Ve vétsin¢ zeleniny a ovoce, kyselina ferulovd je nalezend v konjugované formé
hydroxykyselin jako kyselina chinova (v kavé, zeli, celeru a mrkvi), glukarova (v citrusech),
kyselina vinna (v hroznu) a kyselina jable¢na (v fedkvikach), nebo s mono / disacharidy jako
glukoza (v jablku a zeli), digalakt6za (ve Spenatu) a genciobiosa (v brokolici). V kofenové
zelenin€ a zrnech se kyselina ferulovd vyskytuje hlavné v pektinovych nebo
hemicelul6zovych polysacharidech prostfednictvim svych dimert (kyselina diferulova) a /
nebo esterifikovanych zbytkl arabindzy a galaktézy. V zrnech mizZe byt kyselina ferulova
také esterifikovana steroly; jeden dobie znamy piiklad je kyselina ferulovd oryzanol.
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Je slozena ptevazné z cykloartenolu a 24 methylencykloartanolu. U nékterych druhii zeleniny,
jako je lopuch a lilek, kyselina ferulova tvoti 50 — 90 % celkové kyseliny ferulové. Procento
volné kyseliny ferulové v obilovinach vsak piedstavuje pouze 0,1 — 0,5 % [5], [12].

2.2.4 Metody extrakce kyseliny ferulové

Pro ziskavani hydroxyskoficovych kyselin a jejich derivatl existuji rizné metody extrakce
a hydrolyzy, které se uplatiuji ve velkém provoznim méfitku. Tézeni fenolickych latek
Z obilovin se provadi extrakci vodnymi a organickymi rozpoustédly (napf. metanol). Kvuli
silnym vazbam mezi arabinoxylanovymi fetézci a slozkami bunéénych stén, navazané
fenolické slouceniny se extrahuji pomérné slozit€¢. Odstranéni arabinoxylani z bunécnych
stén se provadi riznymi postupy hydrolyzy, mezi které patii zejména hydrolyza alkalicka,
enzymaticka a kysela [13].

2.2.4.1 Alkalicka hydrolyza

Alkalickd hydrolyza (zmydelnéni) je hlavnim postupem pro extrakci kyseliny ferulové,
protoZze kysela hydrolyza muze vést k degradaci fenolickych kyselin. Alkalicka hydrolyza
se provadi pti ruznych koncentracich NaOH nebo KOH (0,1 — 10 M), pfi riznych teplotach
(az 170 °C) a pii riznych inkubacnich Casech (1 — 24 hodin), obvykle za pomalého michani.
Aby se zabranilo oxida¢nim procesim, zmydelnéni se obvykle provadi pod dusikem nebo
argonem a chrani se pied svétlem, aby se nedochazelo k cis / trans izomerizaci. Hydroxylové
ionty (OH") narusuji vodikové vazby mezi celulézou a hemicelul6zou a také porusuji esterové
vazby, zejména mezi Kyselinou ferulovou spojenou s buné¢nou sténou, a pak solubilizuji ¢ast
hemicelul6zového materialu. Etherové vazby mohou byt také poruseny za silnych podminek
hydrolyzy a nerozpustné arabinoxylany se dale extrahuji. Esterifikované fenolické kyseliny
jsou urceny rozdilem mezi obsahem kyseliny ferulové v zmydelnénych (rozpustnéa kyselina
ferulova) a nezmydelnénych (rozpustné fenolické kyseliny) vzorcich. Hydrolyticka reakce
se zastavi snizenim pH, obvykle pod 3,0 s HCI, kyselinou trifluoroctovou nebo kyselinou
fosfore¢nou [13].

2.2.4.2 Kysela hydrolyza

Kyseld hydrolyza se provadi za ucelem analyzy kyseliny hydroxykoficové spojené
s arabinoxylany. Molekuly hemicelul6z ziskané kyselou hydrolyzou jsou linearni, hlavné
proto, ze se probiha odstépeni postranniho fetézce xylant od skeletu. V dne$ni dobé jsou
vyvinuty a zlepSeny podminky kysel¢ hydrolyzy pro analyzu esterifikované kyseliny ferulové
a jejich postrannich fetézcti. Tyto metody jsou rychlé a robustni. Stejné jako alkalicka
hydrolyza, kysela hydrolyza by méla byt chranéna pied svétlem [13].

2.2.4.3 Engzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza je alternativni metodou hydrolytického procesu. V nekterych
ptipadech se pouzivaji smési polysacharidovych hydroldz k uvoliovani sloucenin
obsahujicich kyselinu ferulovou véazanou na sacharidy, které mohou byt dale podrobeny
kyselé nebo alkalické hydrolyze. Pii enzymatické hydrolyze se pouzivaji zejména enzymy
endoxylanazy, které napadaji Xylanovy skelet a mohou nahodné stépit B-(1,4) vazby
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a uvolinovat arabinoxylany. Endoxylanaza je ¢asto kombinovana s jinymi enzymy, jako jsou
celulazy, arabinofuranosidazy a feruloyl-esterazy s cilem zvyseni vytézka [13].

2.2.5 Metody izolace a purifikace kyseliny ferulové

K ziskavani kyseliny ferulové v laboratornich podminkdch a ve velkém métitku existuji
nékolik cest. Prvni cestou je chemicka syntéza. Kyselina ferulovd muize byt piipravena
kondenzac¢ni reakci vanilinu s kyselinou malonovou katalyzovanou piperidinem. Tento
zpusob vsak produkuje kyselinu ferulovou jako smés trans- a Cis-isomert. Vytézek je vysoky,
ale pribéh reakce trva tii tydny. Druhou cestou je izolace a purifikace kyseliny ferulové
z ptirodnich zdroji. Prvnim krokem izolace a purifikace je pfiprava extraktu kyseliny ferulové
a odstranéni arabinoxylani z bunéénych stén jednim z vySe popsanych hydrolytickych
procesti. Déle nasleduje oddé€leni srazeniny filtraci a ziskava se hnédy extrakt obsahujici
kyselinu ferulovou. Cisténi kyseliny ferulové zhn&dého extraktu je zaloZeno na jeji
rozpustnosti v riznych vodnych roztocich ethanolu, coz vede ke vzniku tmavého roztoku.
Po centrifugaci a odpafeni supernatantu vysrazena Kkyselina ferulova se dale podrobuje
stejnym purifikaénim krokim. Podle riiznych studii zamétfenych na problematiku izolace
a purifikace kyseliny ferulové bylo naznaceno, ze Cisténi kyseliny ferulové z hydrolyzatu,
z dtivodu piitomnosti mnoha slozek, je obtiznym krokem komplikujicim cely proces. Proto se
nej¢astéji pouzivaji adsorpéni procesy za ucelem ziskani lepsich vysledka [14], [15].

2.3 Charakteristika adsorpénich procest

Adsorpcni proces slouzi k oddélovani slozek obsazenych v malé koncentraci v tekutinach.
Tekuta slozka se uvede do styku se zrnitou a porézni pevnou fazi a na povrchu pevné faze, t;.
adsorbentu, se adsorbuje tekutd slozka neboli adsorbdt. Adsorpce probiha podle vazby
fyzikalni, chemické a iontové, ale adsorpce zroztoku mize probihat jako adsorpce
molekularni, pfi niz se na povrchu adsorbentu zachycuji celé molekuly nebo jako adsorpce
iontovd, kdy se prednostn¢ adsorbuje jeden z obou iontd elektrolytu. V podstaté pii
molekularni adsorpci zroztoku se jednda o fyzikalni adsorpci, nékdy mize dochdzet
i k chemisorpci. Fyzikalni adsorpce je podminéna van der Waalsovymi silami. Tato adsorpce
pfi nizkych teplotich je velmi rychla a rovnovéha se obvykle ustaluje okamzité. Vazba
fyzikalni je vratnd, tzn. ze se adsorbent d& regenerovat (napi., zmenSenim tepla nebo
zvySenim tlaku) a tento proces se nazyva desorpce. Na rozdil od fyzikalni adsorpce neni pii
chemické adsorpci cely povrch poru stejné aktivni, tj. desorbovana latka je obvykle odlisna od
adsorbované neboli tento proces je podminén silami chemické povahy. Jako vSechny typy
adsorpce, je 1 molekularni adsorpce z kapalné faze exotermni a adsorbované mnozstvi tudiz
klesa s rostouci teplotou. U molekularni adsorpce existuji souvislosti mezi vlastnostmi
adsorbentu a roztoku, které se projevuji relativni adsorptivitou jeho slozek. Mezi

vvvvvv

— Vztah mezi adsorptivitou a polaritou. Polarni latky se dobife adsorbuji na polarnich
adsorbentech z nepolarnich rozpoustédel (napt. voda z organickych rozpoustédel na
silikagelu) a naopak nepolarni latky se dobfe adsorbuji na nepolarnich adsorbentech
Z polarnich rozpoustédel (napf. organické latky z vodnych roztokii na aktivnim
uhli);
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— Vztah mezi adsorptivitou a vzdjemnou rozpustnosti obou slozek roztoku.
Z rozpoustedla, které se malo adsorbuje, je rozpusténa latka tim vice adsorbovana,
¢im méné je v daném rozpoustédle rozpustna;

— Vztahy mezi adsorptivitou a povrchovym napétim roztoku, teplotou tdani slozek
roztoku, vyparnymi teply a dalsi [16], [17], [18].

Vsechny uvedené vztahy mohou byt znacné naruseny velikosti a tvarem adsorbovanych
molekul; jejich vliv na adsorpci z roztokli se uplatiiuje hlavné v piipadé adsorpce na
mikroporéznich adsorbentech, kdy pramér pért je srovnatelny s velikosti ¢astic jedné nebo
obou slozek roztoku a miize tak byt omezen ptistup nékterého druhu molekul do velké Casti
adsorpéniho prostoru [18].

Pti iontové adsorpci dochdzi bud” k adsorpci jednoho iontu, takze povrch adsorbentu
ziskava elektricky naboj (prosta iontova adsorpce) nebo soucasné s adsorpci iontu probiha
dalsi d¢j, ktery zplsobi, ze ndboj adsorbentu zlstdva nezménén; timto zpusobem probiha
vymeénna adsorpce a hydrolyticka adsorpce. Prostd iontova adsorpce probihd nejCastéji na
povrchu krystalické miizky malo rozpustnych iontovych slou¢enin (vétSinou soli a hydroxidit)
z vodnych roztoki elektrolytd. Pii vyménné iontové adsorpci nahrazuje adsorbent ionty,
adsorbované z roztoku, jinymi ionty, které vysle do roztoku. Hydrolytickd adsorpce je
specialni pfipad iontové adsorpce na aktivnim uhli. Podle zptsobu piipravy adsorbuje uhli
bud” jenom kyselou nebo jenom zasaditou slozku. Jestlize se jedna o adsorpci z roztoku soli,
probiha pochod tak, jako by se stl vlivem adsorbentu hydrolyzovala. Vyslednym déjem je
tedy molekularni adsorpce kyseliny nebo molekularni adsorpce hydroxidu [18].

2.3.1 Prehled a charakteristika adsorbentu

Vzhledem k tomu, Ze adsorpce je jednim z nejCastéji pouzivanych postupi pii ziskavani
solutll ze zfedénych roztoku, tato technika vyuziva velké mnozstvi vhodnych sorbentd, jako
jsou aktivni uhli, polymerni sorbenty nebo ruzné nizko nakladové adsorbenty
(nemodifikovana nebo modifikovana celulézova biomasa, chitin, ptidni material, aktivovany
oxid hlinity, bakteridlni biomasa atd.). N¢které adsorbenty pouzivané v této praci jsou dale
charakterizovany v nasledujicich podkapitolach [19].

2.3.1.1 Aktivni uhli

vvvvv

bazi uhliku. Aktivni uhli maji vysoce rozvinutou porovitost a rozSifenou mezicasticovou
povrchovou plochu. Jejich piiprava zahrnuje dva hlavni kroky: karbonizaci uhlikaté suroviny
pti teplotach pod 800 °C v inertni atmosféie a aktivaci karbonizovaného produktu [20].

Uhlikovy povrch ma porézni strukturu, kterd urcuje jeho adsorpéni kapacitu, ma
chemickou strukturu, ktera ovliviiuje jeji interakci s polarnimi a nepolarnimi adsorbaty, ma
aktivni mista ve form& hran, které urcuji jeji chemické reakce s jinymi atomy. Aktivni uhli,
které maji stejnou povrchovou plochu, ale pfipravené riznymi metodami nebo riznymi
zpusoby aktivace, vykazuji vyrazné odlisné adsorpcni vlastnosti. Spravny model musi brat
v uvahu jak chemickou, tak porézni strukturu uhliku, ktera zahrnuje povahu a koncentraci
povrchovych chemickych skupin, polaritu povrchu, povrchovou plochu a distribuci velikosti
port, stejné tak fyzikalni a chemické vlastnosti adsorbatu, jako je jeho chemické struktura,
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polarita a molekuldrni rozméry. V piipad¢ adsorpce z roztoki jsou dillezitymi dalSimi faktory
také koncentrace roztoku a jeho pH [21].

Aktivni uhli (AC) mohou byt pouzity v riznych formach: praskova forma, granulovana
forma a nyni vlaknitd forma. PraSkové aktivni uhli (PAC) maji obecné jemné;jsi velikost ¢astic
asi 44 um, coz umoziuje rychlej$i adsorpci, ale je obtizné s nimi manipulovat, kdyz
se pouzivaji v pevnych adsorp¢nich lozich. Také zptsobuji vysoky pokles tlaku v pevnych
lazkach, které se obtizné regeneruji. Granulované aktivni uhli (GAC) maji granule o velikosti
0,6 az 4,0 mm a jsou tvrdé, odolné proti odéru a relativn¢ husté, aby vydrzely provozni
podminky. I kdyz jsou drazsi nez PAC, zpiisobuji nizkou hydrodynamickou odolnost a lze
je pohodIn¢ regenerovat [20].

2.3.1.2 Polymerni sorbenty

Syntetické polymerni adsorbenty zahrnuji materialy hydrofilni nebo hydrofobni povahy, jako
jsou kopolymery polystyren-divinylbenzenu, polymethakrylat, vinylpyridin, kopolymery
divinylbenzen-ethylvinylbenzenu. I kdyz jsou u¢inné plochy (ESA) mensi nez u aktivnich
uhli, polymerni adsorbenty jsou trvanlivé, chemicky inertni, stabilni a maji vysokou adsorp¢ni
kapacitu, uCinnost, selektivitu a snadnou regeneraci, s relativné nizkou cenou a omezenou
toxicitou. Ne tepelnd regenerace snizuje ndklady na energii, coZ umoziuje jejich pouZiti
V potravinaiském a farmaceutickém pramysli. Pouzivaji se pii snizovani hotkosti ve $tave
(naringin), pfi €isténi odpadnich vod ze zpracovani citrust (hesperidin), pti ¢asteCném cCisténi
a adsorpci fenolovych slou¢enin z listu Inga edulis (celkové fenoly a flavanoidy), Ginkgo
biloba (derivaty quercetinu a kampferolu), Spinacia oleracea (spinacetin) a pii adsorpci
Cistych slou¢enin [22].

Ionexové pryskytice se skladaji z polymerni matrice na bazi anorganickych sloucenin,
polysacharidli nebo syntetickych pryskyfic a funk¢ni skupiny. V zévislosti na kladném nebo
zaporném naboji iontove aktivni skupiny, plisobi pryskyfice jako kationtové nebo aniontové
vyméniky a v zavislosti na afinit¢ k protiiontim, mtize kazdy typ pusobit jako silny nebo
slaby vyménik. Silné kationtové vymeéniky obsahuji funkéni skupiny sulfonové kyseliny,
a slabé kationtové vymeéniky plsobi ve funk¢nich skupinach karboxylové kyseliny. Silné
aniontoméni¢ové pryskyfice maji kvarterni amoniové skupiny, slabé aniontoménice mayji
terciarni aminové substituenty. Cisté fenoly a piirodni extrakty se obvykle adsorbuji
na silnych a slabych aniontovych a kationtovych pryskyticich. Zavedeni vhodnych funkénich
skupin na pryskyfici mize vést ke zlepSeni selektivity a Uc¢innosti. Pouzitelné jsou takeé
molekulové imprintované polymery (MIP), které vykazuji vysokou selektivitu a afinitu pro
adsorbaty, nizké naklady, fyzickou odolnost a trvanlivost [22].

2.3.1.3 Minerdlni sorbenty

Mineralni adsorbenty zahrnuji kiemicité materialy, jil a ptirodni zeolity, které také vykazuji
schopnost vymény iontd. Chemickd modifikace mliZe zvysit afinitu mineralti vii¢i adsorpci
fenolickych sloucenin. Naptiklad, odstranéni modelovych slouc¢enin mineralnich adsorbentd,
adsorpce fenolu a ligninu z odpadnich vod olivového mlynu a odpadnich vod ze sulfdtového
mlynu na sepiolit, adsorpce fenolickych slouc¢enin z komunalnich a primyslovych odpadnich
vod na ¢ervené bahno, bentonit a piida sope¢nych oblasti [22].
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2.3.1.4 Biosorbenty

Termin biosorpce navrhuje tfadu procestt zahrnujicich pfijem solutli z vodnych roztoki
materialem mikrobidlniho pivodu. K biosorbentim patti: bakterie, houby, fasy, pramyslové
odpady, zem&délské odpady a jiné polysacharidové materialy. Vzhledem k tomu, ze bakterie
a mikroorganismy jsou Siroce pouzivany v riznych primyslovych odvétvich, jsou generovany
jako odpad, ktery mize byt ziskan zdarma nebo za nizkou cenu z rliznych prumyslovych
zdroji. Dal§im vyznamnym biosorbentem, ktery v poslednich letech ziskal hybnou silu, jsou
moiské fasy. Jejich makroskopicka struktura poskytuje vyhodny =zaklad pro vyrobu
biosorp¢nich Castic, které jsou vhodné na aplikace sorpéniho procesu. V posledni dobé byly
vyvinuty levné biosorbenti z prumyslovych a zemédélskych odpadi. Knim patii krabi
skotapky, aktivovany kal, rizové slupky, skofapky vajec a raselinik [23].

2.3.2 Adsorpéni kinetika

Termodynamické a kinetické modely popisuji mechanizmus a pribéh celého adsorpéniho
procesu. Kinetické analyzy stanovuji rychlost adsorpéniho procesu, ktera uréuje rovnovazny
stav mezi adsorbentem a adsorbatem. Pro popis kinetické analyzy a k vyhodnocovani
adsorpCnich dat existuji nékolik matematickych modeli, které lze klasifikovat jako modely
adsorp¢ni reakce a adsorp¢ni difuze. Pro adsorp¢ni proces kaplina-pevna je ptenos solut
obvykle charakterizovan bud vné&j$im pienosem hmoty (difazi povrchové vrstvy) nebo
intrapartikularni difuzi nebo obéma. Adsorpcni dynamika mize byt popsana tiemi po sob¢
nasledujicimi kroky:

* transport solutu ze sypkého roztoku ptes kapalny film na vnéjsi povrch adsorbentu;

» diftize solutu do porti adsorbentu s vyjimkou malého mnoZzstvi adsorpce na vnéjSim povrchu
a paralelné s tim je transportni mechanismus intrapartikuldrni povrchové difuze;

* adsorpce rozpusténych latek na vnitinich plochach pért a kapilarnich prostorit adsorbentu.
Adsorpcni modely pochazejici z kinetiky chemické reakce jsou vSak zalozeny na celém
procesu adsorpce, aniz by byly zminény vySe uvedené kroky. Pro popis adsorpcni kinetiky
se pouzivaji tifi matematické modely — Langergrenova rovnice pseudo-prvniho fadu,
Ho a McKayova rovnice pseudo-druhého tadu a Weber-Morrisova rovnice, ktera popisuje
intrapartikularni difuzni model dle vztahu (2.1):

G =kq -t"*+C, (2.1)
kde q: je adsorbované mnozstvi latky na jednotku adsorbentu [mg-g?] v ¢ase t [min], kig je

rychlostni konstanta intrapartikuldrniho difuzniho modelu [min®°] a C je konstanta vztahujici
se k tloustce mezni vrstvy [mg-g?] [24].

2.3.2.1 Kineticky model pseudo-prvniho 7idu

V roce 1898 byla poprvé popsana kineticka rovnice prvniho fadu neboli Langergrenova
rovnice, ktera se povazuje za nejstarSi model tykajici se rychlosti adsorpce na zakladé
adsorp¢ni kapacity a je prezentovana dle vztahu (2.2):

d
%z Kon- (0, — ), 2.2)
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kde gt a Qe jsou adsorbovana mnozstvi latky na jednotku adsorbentu v c¢ase t [min]
a Vv rovnovazném stavu [mg-g?] a ke [min?] je rychlostni konstanta Kinetického modelu.
Integraci rovnice (2.2) a zavedenim podminek pro gt =0, t =0 a qt = q, t = t ziskdme vztah:

In(q q_eq j: Koo, 2.3)
e t

ktery miize byt uveden Vv linearnim tvaru:

log(q, —q,)=logq, - i t (2.4)
= © 2303 '
K popisu kinetickych rovnic, zaloZenych na odliSeni adsorpéni kapacity od koncentrace
roztoku, se pouziva Langergrenova rovnice, ktera je znama jako rovnice pseudo-prvniho fadu
[24].

2.3.2.2 Kineticky model pseudo-druhého iadu

V roce 1995 byl popsan kineticky proces adsorpce iontd bivalentnich kovli na raselinu.
Mechanizmus reakce je uveden jako chemickd vazba kovovych iontii na polarni funk¢ni
skupiny dle rovnic (2.5) a (2.6):

2P+ M% < 2MP, (2.5)
2HP + M? «<>MP, + 2H", (2.6)

kde P~ a MP jsou aktivni mista na povrchu raseliny a M?* je dvojmocny iont kovu. Hlavni
piedpoklady pro vySe uvedené dvé rovnice byly v tom, Ze adsorpce mize byt druhého tfadu
a krokem omezujicim rychlost miize byt chemicka adsorpce, ktera urcuje krok rychlosti
valen¢ni sily sdilenim nebo vyménou elektroni mezi aktivnimi misty adsorbentu

a bivalentnimi kovy. Na zakladé vySe uvedenych rovnic muze byt kinetika reakce popsana dle
vztahu (2.7):

dq 2

d_tt:kpz (qe_qt) ) (27)
kde gt a Qe jsou adsorbovanda mnozstvi latky na jednotku adsorbentu v case t [min]
a Vv rovnovazném stavu [mg-g™] a kpz [min™] je rychlostni konstanta. Integraci rovnice (2.7)
a zavedenim podminek pro gt =0, t=0a qt = q, t = t ziskame vztah (2.8):

11

S S
(0. —9) 0.

t (2.8)

p2*™

Podobné jako u Langergrenovy rovnice, pouziva se u daného modelu nazev kineticky model
pseudo-druhého fadu. Tato rovnice byla ispé$né aplikovana na adsorpci kovovych iontd,
barviv, herbicidii, oleji a organickych latek z vodnych roztokl, a proto vice odpovida
experimentalnim vysledkiim nez rovnice Langergrenova [24].

2.3.3 Adsorp¢ni izotermy

Adsorpéni izotermy jsou matematické modely popisujici jev, ktery fidi mobilitu latky
z vodnych prostiedi do pevné faze pti konstantni teploté a pH. Adsorp¢ni rovnovéha (pomér
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mezi adsorbovanym mnozstvim a zbyvajicim roztokem) se stanovi, kdyz se faze obsahujici
adsorbat uvede do styku s adsorbentem po dostatecnou dobu, pfi¢emz koncentrace adsorbatu
v roztoku je v dynamické rovnovaze s koncentraci rozhrani a rychlost adsorpce i desorpce je
stejna. Pro popis adsorpcni rovnovahy se nejcastéji pouzivaji izotermni modely, jako jsou
Langmuirtv, Freundlichiv, Brunauer-Emmett-Telleriv, Redlich-Petersontv aj [25].

2.3.3.1 Langmuirova izoterma

Langmuirova adsorpéni izoterma (obr. 2.4), ktera byla ptivodné vyvinuta pro popis adsorpce
plyn-pevna faze na aktivnim uhli, dnes se tradi¢né pouziva k popisu a kvantifikaci riznych
biosorbentli. Langmuirova izoterma byla odvozena teoreticky na zaklad¢ kinetickych predstav
za téchto predpokladi:

— vytvaii se jen jedna vrstva molekul,;
— pravdépodobnost adsorpce je stejnd na vSech mistech povrchu;
— adsorbované molekuly se navzajem neovliviuji [26].

a
Ay - 1
o nasycena
monovrstval
astecneé
obsazeny
povrch
—p

Obrazek 2.4. Tvar Langmuirovy adsorpcni izotermy [26]
Langmuirova izoterma vyjadiena v nasledujicim vztahu:

Qmax ) KL -G, , (29)

TR C

kde ge je adsorbované mmnozstvi latky na jednotku adsorbentu [mg-g?] Vrovnovazném
stavu, Qmax & KL jsou Langmuirovy konstanty, které vyjadiuji maximalni adsorp¢ni kapacitu
[mg-g™] a afinitu adsorbatu k aktivnim mistiim a Ce je rovnovazna koncentrace adsorbatu

[mg-I"]. Linearizovany tvar rovnice uvadén dle vztahu:
&t 1. (2.10)
qe Qmax ' KL Qmax

a pouziva se pro vypocet konstant Qmax a KL [27], [28].

2.3.3.2 Freundlichova izoterma

Freundlichiv izotermicky model (obr. 2.5) je nejstar$i znamy vztah popisujici neidealni
areverzibilni adsorpci. Tento empiricky model lze aplikovat na vicevrstvou adsorpci
s nerovnomérnym rozlozenim adsorpcniho tepla na heterogenni povrch. Predpokladem
modelu je odliSnd vazebnd energie aktivnich mist adsorbentu, kterda ma tendenci poklesu
se zvySujicim se poctem obsazenych aktivnich center. V soucasné dobé¢ je Freundlichova

20



izoterma Siroce pouzivdna v heterogennich systémech, zejména pro organické slouceniny,
aktivni uhli a zeolity [28].

D
Obrazek 2.5. Tvar Freundlichovy izotermy [26]

Freundlichova izoterma vyjadiena v néasledujicim vztahu:
. =K -¢", (2.11)

kde ge je adsorbované mnozstvi latky na jednotku adsorbentu [mg-g™] v rovnovazném stavu,
Kr je Freundlichiiv koeficient, ktery charakterizuje silu adsorpce [mg*MI*™g?], ce je
rovnovazna koncentrace adsorbatu [mg-I!] a n je rozsah a stupein ptiznivosti pro adsorpci
zavisly na teploté (n > 1), ktery uréuje zakfiveni izotermy. Linearizovany tvar rovnice uvadén
dle vztahu:

In(qe):ln(KF)+%-ln(ce), (2.12)

a pouziva se pro vypocet konstant Kr a n [27], [28].
2.3.4 Faktory ovliviiujici adsorpci fenolickych sloucenin

Diilezitym faktorem ovliviiujicim adsorpci fenolickych sloucenin je pH. V urCitém rozmezi
pH se zvySujicim se pH adsorpce vétsinou vzriista az na urcitou hodnotu a pak se snizuje
s dalsim zvySenim pH [29].

Je zfejmé, Ze zvySenim adsorpcni davky se zvysSuje adsorpcni Uc€innost, ale mnoZzstvi
adsorbované latky na jednotku hmotnosti klesa. ZvySenim adsorpéni davky se zvysuje pocet
dostupnych adsorpénich mist, a proto dochdzi ke zvySeni UCinnosti odstranovani. Snizeni
hustoty adsorpce zvySenim davky adsorbentu je zplisobeno predevsim tim, Ze adsorpéni mista
nenasycené adsorpéni reakci. Dal§i divod mlze byt zplsoben interakci castic, jako je
agregace, vyplyvajici z vysoké koncentrace adsorbentu. Takova agregace by vedla ke snizeni
celkové povrchové plochy adsorbentu a zvySeni délky difuzni drahy [29].

Intrapartikuldrni difazni studie ukazuje, ze velikost ¢astic pouzitych adsorbentli vyrazné
ovliviiuje rychlost adsorpce. SniZzeni velikosti Castic by vedlo ke zvySeni povrchové plochy
a pak ke zvySeni moZnosti adsorpce na vnéjSim povrchu adsorbentu. Kromé adsorpce na
vnéjSim povrchu adsorbentil existuje také moZnost intrapartikularni difize z vnéjSiho povrchu
do porit materidlu. Difuzni odolnost vii¢i pfenosu hmoty je vétsi u velkych ¢astic. Vzhledem
K riznym faktorim, jako je difuzni délka drahy nebo odpor viéi pfenosu hmoty, doba
kontaktu a blokovani urcité difuzni drahy, vétSina vnitinitho povrchu Céstice nemuize byt
vyuzita pro adsorpci [29].
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2.3.5 Regeneracni procesy

Provozni doba adsorp¢ni jednotky je omezena adsorpéni kapacitou adsorbentu. Kdyz je
adsorp¢ni kapacita vyCerpana, musi byt adsorbent odstranén z reaktoru a musi byt nahrazen
novym nebo regenerovanym adsorpénim materidlem. Vzhledem k tomu, Zze polymerni
adsorbenty jsou obvykle velmi drahé, naklady regeneracni procesy jsou dulezitymi faktory
Z hlediska ekonomické uc¢innosti celého adsorpéniho procesu. Nizkondkladové adsorbenty,
napiiklad odpadni produkty, se obvykle neregeneruji. Namisto toho se adsorpéni materidly
likviduji napf. spalovanim. Totéz plati pro praskové aktivni uhli (PAC). PAC je
jednosmérnym adsorbentem a ve srovndni s granulovanym aktivnim uhlim (GAC) ma nizké
provozni naklady, ale kvali obsahu velmi malych castic je obtizné separovatelny od
suspendovanych pevnych latek, coz komplikuje manipulaci béhem regenerace. Vybér
vhodného procesu regenerace zavisi na typu adsorbentu, charakteru prosttedi, poctu a obsahu
akumulovanych adsorbatli, dalSich regenera¢nich metodach zahrnujicich extrakci nebo
separaci cennych slozek a ekonomické efektivité [28].

2.4 Analytické metody vhodné pro analyzu fenolickych kyselin

Pro stanoveni fenolickych kyselin je mozné vyuzit rozliénych analytickych postupd.
Nejcastéji vyuzivanou instrumentalni metodou je vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC). V priipadé, kdy neni ticba separace latek ze smési je mozné aplikovat techniku
UV-VIS spektrometrie, jednu z klasickych metod analytické chemie.

2.4.1 UV-VIS spektrometrie

Absorpcni spektrometrie v UV-VIS oblasti spektra patii ke kvantitativni analyze a byva
obvykle vymezena vinovymi délkami 200 az 800 nm. Elektromagnetické zatfeni v této oblasti
spojeno s piechodem valen¢nich elektroni z molekulovych orbitali na excitovanou
elektronovou hladinu. Pii absorpci elektromagnetického zafeni dochazi ke zméné
energetickych stavu molekuly v zavislosti na zménach dipélového momentu molekuly.
Excitaci valen¢nich elektronti ze zakladni vibra¢ni na vyssi energetickou hladinu umoziuje
absorp¢ni proces, ktery probihd dodanim svételné energie [30].

Mnozstvi svétla proslého vzorkem popisuje transmitance. Transmitanci svételného toku lze

vypo¢itat podle vztahu (2.13):

T=—1, (2.13)

IO
kde T je transmitance, | je intenzita zafeni, které proslo vzorkem a lo je intenzita zafeni

vstupujicitho do vzorku. Zaporné dekadicky logaritmus transmitance se vyjadiuje absorbanci:

A:—IogT:Iogll—O. (2.14)

V UV-VIS spektrometrii plati Lambert-Beertv zakon:
A=¢,-l-c, (2.15)
kde ¢; je molarni absorpéni koeficient, ktery je charakteristicky pro danou latku a je zavisly na

vinové délce, | je délka absorpcni vrstvy a C je koncentrace absorpcni slozky. Lambert-Beerav
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zakon byva splnén do koncentraci 102 mol-I"}, kdy je linearni (v této oblasti probiha samotné
méfeni) [30], [31].

2.4.1.1 Zakladni typy elektronovych piechodu

Mezi molekulovymi orbitaly jsou povolené pouze vybrané prechody (vazebné a antivazebné
orbitaly (c—c* a m—n*) a nevazebné a antivazebné orbitaly (n—c* a n—n*) (obr. 2.6).

i Antivazebnv o*
4 c—c* n—oc*
) Antivazebnv n*
Z n—n* n—n*
< o\ \. b ,
= &) (&) Nevazebnyn
@ Vazebnyn
o) A" 7
(e) azebnv ¢

Obrdazek 2.6. Dovolené prechody elektronii v molekulovych orbitalii o, 7 a n [30]

Pfechody c—o* ptedstavuji nejvyssi energeticky rozdil mezi vazebnymi (zékladni stav)
a antivazebnymi (excitovany stav) elektrony, diky ¢emuz se se v elektronovych spektrech
projevuji v oblasti kratkych vlnovych délek (< 180 nm). Piechody n—oc* se uplatiuji
U substituenti s nevazebnymi elektrony — nasycené slouceniny s heteroatomy S, N, Br, 1,
které absorbuji < 200 nm, a O a CI, které absorbuji > 200 nm. Piechody n—n* byvaji
pozorovany pro funk¢ni skupiny obsahujici w elektrony (napt. konjugované systémy dvojnych
vazeb) a vykazuji maxima absorpce v oblasti 200 — 250 nm. Pfechody n—n* ve spektrech se
pozoruji pro elektrony nevazebnych elektronovych parii lokalizovanych na atomech vazanych
nasobnou vazbou. Tyto pfechody spadaji do oblasti 280 — 500 nm. Molekuly se v zavislosti
na své struktufe v elektronovych absorpcnich spektrech projevuji kombinaci ptisluSnych
ptechodu a absorp¢nich pasu v riznych spektralnich oblastech [32].

2.4.1.2 Instrumentace UV-VIS

Zdroj elektromagnetického zateni je obvykle deuteriova vybojka pro UV oblast a wolframova
nebo wolframova-halogenova lampa pro oblast VIS. Ob¢ oblasti pokryva xenonova vybojka.
Tyto vybojky generuji svétlo o velkém mnozstvi vilnovych délek a filtrovani
Z polychromatického zafeni jedné vlnové délky probiha pomoci monochromatoru.
V monochromatoru je vstupni Stérbina vytvaiejici rovnobézny svazek paprsku. Disperznim
prvkem je obvykle difrakéni miizka v Czernyho-Turnerové nebo Rowlandové montazi.
PoZadovana vinova délka po vyfiltrovani interaguje se vzorkem. Zateni dopada na detektor,
kterym je obvykle fotonasobi¢, kiemikova fotodioda nebo diodové pole. Na obrazku 2.7 je
zobrazeno schématické uspofddani instrumentace UV-VIS spektrometru. Vystupem je
spektrum zobrazujici zavislost absorbance na vinové délce [32].
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Obrdzek 2.7. Schématické usporadani instrumentace UV-VIS spektrometru [30]
2.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC

Vysokotc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) patii k separaénim metodam, pti které
probiha rozdélovani sloucenin mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze (mobilni a stacionarni).
Jednotlivé slozky se d€li v ur€itém poméru v zdvislosti na afinité¢ k t€émto fazim. Rychlost
pohybu zony je zavisla na rozdéleni latky mezi stacionarni a mobilni fazi, protoze molekuly
neustale migruji mezi fizemi a cela zona se pohybuje. Na obrazku 2.8 je zobrazena
instrumentace HPLC, ktera se sestava z hlavnich cCasti, jako jsou piiprava mobilni faze,
dodavani mobilni faze, davkovani, separace, detekce, fizeni a sbér dat [30].

—
. = =0 — il
[ = B
l I Odplyiiovaé Gradientni Smésovaci zafizeni Vysokotlaké
' ' mobilni faze ventil ¢erpadlo

Zasobniky mobilni faze

Vicecestny ventil

Davkovaci smycka

0= J—<

Pogitag Odpadni nadoba Detektor Kolona

Obrazek 2.8. Schématické usporadani instrumentace HPLC [33]
2.4.2.1 Mobilni faze

Ptiprava mobilni faze probihd v zasobnich lahvich o objemu 1 nebo 2,5 litru, které lze ptimo
stavét na chromatograf diky kompatibilnimu Sroubeni. Mobilni faze se podili na separa¢nim
procesu a tvoii ji ¢isté rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel. PouZzivaji se smési polarnéjsiho
a mén¢ polarniho rozpoustédla, napt. hexan a isopropanol. Pro ziskani optimalniho rozliSeni
je Casto nutné pracovat s gradientem slozeni mobilni faze zménou poméru smési méné a vice
polarniho rozpoustédla. Pokud je stacionarni faze polarné€jsi nez mobilni, jedna se o systémy
s normalnimi fdzemi (NP-LC) tvofici eluotropni fadu (sila rozpoustédel) a pokud je MF
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polarnéjsi nez SF, pak se jedna o systémy s obracenymi fazemi (RP-LC), které obsahuji smési
organickych rozpoustédel (acetonitril, methanol, THF) a vody. Mobilni fize musi projit
odplynovacem, protoze plyny tvoti v kapaliné nezadouci bublinky a kyslik zhasi fluorescenci,
coz je neptiznivé pro detektor. V dnesni dobé se vyuziva vakuového odplynéni, kde se
mobilni faze vede trubici z polopropustného materidlu vakuovym prostorem a material
propousti malé molekuly — plyny Oz, N2, COg, které se uvoliiuji jako bublinky a mobilni faze
pokracuje dal [34].

2.4.2.2 Cerpdni a davkovini mobilni fize

Cerpadla se pouzivaji pro vytvofeni pritoku MF skrz ¢astecky naplné o velmi nizkych
pramérech. Existuji ¢erpadla membranova a pistova. Cerpadla musi zachovavat rovnomérny
a bezpulzni pohyb MF béhem celé analyzy za vysokych tlaku a malych pritokd. Proto se
obvykle pouzivaji Cerpadla dvoupistd v sériovém uspoiadani. Prvni pist ma dvojnasobny
objem nez druhy a Cerpani probihd stfidavé pomoci krokového motoru. Vytvaieni gradientu
Z vice slozek je umoznéno proporcionalnim ventilem, ktery urcuje slozeni mobilni faze.
Gradientova eluce umoziiuje zménu sloZzeni MF béhem analyzy, pokud se sloZzeni MF b&hem
analyzy neméni jedna se o izokratické eluci [30], [35].

Nastiik vzorku do MF se uskutecniuje pomoci davkovacim ventilem. Pouzivaji se
davkovace s pevnou smyckou a davkovace s ¢astecné¢ plnénou smyckou. Davkovac s pevnou
smyCkou ma ru¢né ovladany Sesticestny ventil, ktery se runé¢ naplni a pootocenim MF
vyplachne vzorek na kolonu. Dévkovac¢ s ¢astetné¢ plnénou smyckou je v podstaté
automatickym davkovacem a nastiik se provadi z pozadovanych vialek oto¢enim ventilu [30],
[35].

2.4.2.3 Separace a detekce

Separa¢ni proces probiha v nerezovych kolondch. Na separatnim procesu se podileji
stacionarni a mobilni faze. K pInéni kolon se pouzivaji mikropartikularni ¢astice (3,5 — 5 um)
nebo povrchové porézni ¢astice. Materialem je bud” silikagel neupravovany pro NP-LC nebo
modifikovany alkanovym substituentem, méné cCastéji jsou oxidy kovi, florisil, hybridni
Castice, organické polymery a monolity [36].

Zakladem detektort je pritocna cela o minimalnim objemu a méfici systém, jehoz signél
zavisi na slozeni protékajiciho eluentu. Diferencidlni refraktometricky detektor méti rozdil
indexu lomu eluentu oproti ¢isté MF. Je universalni, ale mélo citlivy a ndrocny na teplotni
stabilitu. Spektrofotometricky detektor méti absorbanci v UV-VIS oblasti. Detektor je citlivy
na latky absorbujici zafeni v UV-VIS, proto zZadna slozka MF nesmi v této oblasti spektra
vyznamné absorbovat. Neni citlivy na zmény teploty a lze jej pouZit pro gradientovou eluci.
Fluorescencni detektor méti intenzitu fluorescen¢niho zafeni emitovaného molekulami sloZzek
po jejich excitaci primarnim zéafenim. Je velmi citlivy, teplotné nezavisly a lze ho pouzit pfi
gradientové eluci. Dale existuji elektrochemicky detektor, ktery méfi priichod proudu mezi
pomocnou a pracovni elektrodou, detektor rozptylu svetla, ktery méti pohlcené a rozptylené
svétlo a spektrometrické detektory (MS, NMR atd.) [37].
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2.5 Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyza rozptylu (anglicky Analysis of variance — ANOVA) je metodou matematické
statistiky, ktera umoznuje provadét vicenasobné porovnavani stfednich hodnot. Metoda je
zalozena na hodnoceni vztahli mezi rozptyly porovnavanych vybérovych souborti. Zakladnim
ukolem analyzy rozptylu je posouzeni hlavnich a interakénich ucinka jednotlivych faktort
(kategoridlnich nezavislych proménnych) na zavisle proménnou kvantitativniho typu.
Celkova variabilita je rozdélena na jednotlivé slozky, jejichz vyznamnost je testovana vici
celkové variabilité sledované proménné. Princip statistické analyzy uveden na obrazku 2.9

[38].

Odchylka mezi skupinami ¢

Odchylka v rdmci kazdé skupiny

Skupina 1 Skupina 2

3 150
155
157
145
130
170
165

||4 >|] Celkova odchylka

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 1 Skupina 2

Testovani dvou skupin

170
162
177
192
184
169
155

Obrdazek 2.9. Grafické zndazorneni ANOVA pro testovani rozdilu mezi skupinami [39]
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3 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace byla optimalizace adsorpce kyseliny ferulové na tfech riiznych
adsorbentech. Konkrétné se jednalo o aktivni uhli, ktery je adsorbentem heterogenni povahy
a makroporéznich polymernich sorbentech na bazi styren-divinylbenzenu (SDVB).

V experimentalni ¢asti bylo nejprve potieba vénovat optimalizacnim procesim. Byl
studovan vliv pH na adsorpéni kapacitu, vcetné optimalizace navazek a maximalizace
adsorp¢ni kapacity jednotlivych sorbentd, zjisténi optimalniho kontaktniho Casu a sestrojeni
adsorpCnich izoterem, studium kinetiky a mechanizmi adsorpce. Z hlediska toho, Ze vétSina
extrakénich procesti je zalozena na alkalické hydrolyze, dd se tak ocekavat vysokd mira
zasoleni roztoku. Z toho divodi byl studovan vliv soli na adsorpéni vlastnosti kyseliny
ferulové. Nasledné byly studovany nejcastéji zastoupené fenolické kyseliny v otrubéch,
S cilem posouzeni selektivity jednotlivych sorbenti.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Laboratorni vybaveni
4.1.1 Chemikalie

Pro provedeni veskerych analyz byly pouzité chemikalie a standardy uvedené v tabulce 4.1.
Pouzité adsorbenty a jejich fyzikalni vlastnosti jsou uvedeny v kapitole 4.2.

Tabulka 4.1. Prehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Vyrobce Vzorec Mr [g-mol ] Reg. &islo
(CAS)
Kyselina trans- Sigma- C10H1004 194,18 537-98-4
ferulova 99 % Aldrich
S.r.o.
Kyselina p-kumarova Sigma- CoHgO3 164,16 501-98-4
Aldrich
S.r.0.
Kyselina sinapova Sigma- C11H120s5 224,21 530-59-6
Aldrich
S.r.0.
Kyselina dusi¢na Analytika HNOs3 63,013 7697-37-2
65 % p. a spol., s.r.o.
Hydroxid sodny Analytika NaOH 39,997 1310-73-2
spol., s.r.o.
Chlorid sodny Erba NaCl 58,45 2279-5-1071
Lachema,
S.r.0.
Metanol Merck CHsOH 32,04 67-65-1
KGaA

4.1.2 Pomiicky a pFistroje

e Bé&Zné laboratorni sklo

e Automatické pipety Thermo Scientific

e Mikropipety, Spicky

e Injekeni stiikacky (20 ml)

o Stiikackové filtry — Syringe Filters, Nylon, 25 mm, 0,45 pm, pink (LABICOM s.r.0.)
e Analytické laboratorni vahy Kern & Sohn GmbH, typ ABJ 80-4M

e Elektricky vati¢

e Teplomér



e Plastové zkumavky (45 ml)

e Plastovy stojan na zkumavky

e Ultrazvukova lazett PSO3000A Powersonic (Ultrasonic compact cleaner 2,5 1)
e pH metr Mettler Toledo

e Tiepacka GFL 3006, NaturTech

e UV-VIS spektrofotometr Helios y (ThermoSpectronic, Velka Britanie)

e HPLC Agilent 1260 Infinity

4.2 Charakteristiky adsorbenti

Jako adsorbenty byly pouzity dva polymernich sorbenti — Amberlyst A-21 a Amberlyt
XAD-16 a heterogenni sorbent aktivni uhli. Fyzikalni a chemické vlastnosti adsorbentti jsou
uvedeny Vv tabulkach 4.2 a 4.3.

Tabulka 4.2. Hlavni viastnosti polymernich pryskyric [40], [41]

Oznaceni AMBERLYST A-21 AMBERLIT XAD-16
Fyzicky tvar Neprusvitné hnédé kulicky Prisvitné bilé kulicky
Funkce Slab¢ bazicky iontoménic¢ Neiontovy
Matrix SDVB SDVB

Povrch >35 m>g! > 800 m?-g*
Velikost ¢astic 0,3-1,18 mm 0,3-1,2 mm
Vlhkost 56 — 62 % 62 —-70%
Rozmezi pH 0-14 0-14
Maximalni teplota 100 °C 250 °C

Sypna hmotnost 660 g-I* 720 g-It

Tabulka 4.3. Hlavni viastnosti aktivnich uhli [42]

Vzorec C

Mr [g-mol?] 12,01
Velikost ¢astic <2 mm
Teplota tani 3550 °C
Hustota 2 g-cm3 (20 °C)
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4.3 Priprava zasobnich roztoki

4.3.1 Priprava roztoku kyseliny ferulové

Pro ptipravu roztoku kyseliny ferulové byla pouzita ptislusnd chemikalie v praskové formé
(tab. 4.1). Zasobni roztok byl piipraven o koncentraci 0,5 g rozpousténim kyseliny
Vv deionizované vod¢ pii 80 °C za stalého michani. Nasledné roztok byl zchlazen na teplotu
25°C a konecnd koncentrace kyseliny ferulové byla stanovena pomoci UV-VIS
spektrofotometru (A = 373 nm).

4.3.2 Priprava roztoki pro upravu pH prostiedi

Pro upravu pH roztokl kyseliny ferulové s adsorbenty byly pfipraveny zasobni roztoky 1M
HNOz a 1M NaOH o objemu 50 ml. Byly vypoc¢itany mnozstvi 3,35 + 0,1 ml 65 % HNO3
21,999 9 £ 0,000 1 g NaOH a po kvantitativnim pfevedeni do odmérnych ban€¢k byly
doplnény do objemu destilovanou deionizovanou vodou.

4.3.3 Priprava kalibrac¢nich roztoki pro analyzu smési kyselin

Pro analyzu fenolickych kyselin pomoci HPLC byly pfipraveny kalibracni roztoky ze
smésného roztoku standardu o koncentraci 1 g-I. Byla sestavena kalibraéni kiivka v rozmezi
koncentraci 50-100-200-500 mg-I™.

4.4 Optimalizace adsorpc¢nich procest

Cely adsorp¢ni proces byl zaloZzen na metodé popsané dle Davila-Guzmana 2011 [43]. Pro
optimalizaci adsorp¢niho procesu byly testovany tii rizné adsorbenty, byl zoptimalizovan
vliv pH, mnoZstvi adsorbentti, kontaktni ¢as a sestrojeny adsorpcni izotermy. Na zaklad¢
zoptimalizovanych podminek navic byl testovan vliv soli a provedeny testy selektivity.

4.4.1 Stanoveni vlivu pH na adsorpéni kapacitu

Pro optimalizaci pH prostiedi byla zvolena navazka adsorbentii 312,5 mg pro XAD-16 a A-21
a polovi¢ni navazka 156,25 mg pro aktivni uhli. Zvolené adsorbenty byly umistény do 100 ml
Erlenmeyerovych banék a bylo piidano 25 ml roztoku kyseliny ferulové o koncentraci
0,5 g1, Vzorky byly promichdvany na tfepacce pti 25 °C o rychlosti 125 rpm po dobu
180 minut. Experimenty byly provadény s kontrolou pH v rozmezi hodnot 2 — 8 s pouzitim
0,1M HNO3z nebo NaOH. Po ukonéeni sorp¢niho procesu byly smési piefiltrovany a kone¢né
koncentrace byly stanoveny pomoci UV-VIS spektrometru. Adsorbované mnozstvi kyseliny
ferulové bylo vypoéitano dle vztahu (4.1):
Q- &Y, (4.1)
m
kde Qad je adsorbované mnozstvi kyseliny ferulové na jednotku adsorbentu [mg-g™?], co je
pocateéni koncentrace kyseliny ferulové v roztoku [mg:I?], ce je rovnovazna koncentrace
kyseliny ferulové po adsorpci [mg:I], V je objem roztoku kyseliny ferulové v priibéhu
adsorpce a m je navazka adsorbentu [g].
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4.4.2 Stanoveni optimalni navazky adsorbentu

Pro optimalizaci navdzky adsorbentli byly zvoleny navazky jednotlivych adsorbentl
0 hmotnosti 50; 100; 225; 350; 475; 625; 750 a 875 mg. Zvolené adsorbenty byly umistény do
100 ml Erlenmeyerovych ban¢k a bylo ptidano 25 ml roztoku kyseliny ferulové o koncentraci
0,5 g-It. Vzorky byly upraveny na hodnotu pH 3 a promichavany na tiepacce pii 25 °C
o rychlosti 125 rpm po dobu 180 minut. Po ukonceni sorpéniho procesu byly smési
prefiltrovany, upraveny na optimalizovanou hodnotu pH 3 a nasledné¢ kone¢né koncentrace
véetné¢ zasobniho roztoku byly zméfeny pomoci UV-VIS spektrometru. Adsorbované
mnozstvi kyseliny ferulové bylo vypoéitano dle vztahu (4.1).

4.4.3 Sestaveni adsorp¢nich izoterem

Maximalni adsorp¢ni kapacita kyseliny ferulové byla stanovena za optimalizované pH 3
a navazek jednotlivych adsorbentii 225 mg. Zvolené adsorbenty byly umistény do 100 ml
Erlenmeyerovych ban€k a bylo pfiddno 25 ml roztoku kyseliny ferulové o koncentracich
v rozmezi 0,4 — 1,6 g-I". VVzorky byly upraveny na hodnotu pH 3 a promichévany na tfepacce
pii 25 °C o rychlosti 125 rpm po dobu 180 minut. Po ukon¢eni sorp¢niho procesu byly smési
ptefiltrovany, upraveny na optimalizovanou hodnotu pH 3 a néasledné konec¢né koncentrace
veetn¢ zasobniho roztoku byly zméfeny pomoci UV-VIS spektrometru. Adsorbované
mnozstvi kyseliny ferulové bylo vypocitano dle vztahu (4.1). Parametry Langmuirovy
a Freudlichovy izotermy byly ur€eny z linearni regrese rovnic z linearni regrese rovnic (2.10)
a(2.12).

4.4.4 Stanoveni optimalniho kontaktniho ¢asu

Pro optimalizaci kontaktniho ¢asu byly pouzity optimalizované pH 3 a navazky 225 mg
jednotlivych adsorbentii. Zvolené adsorbenty byly umistény do 100 ml Erlenmeyerovych
bangk a bylo pfidano 25 ml roztoku kyseliny ferulové o koncentraci 0,5 g-I"t. Vzorky byly
upraveny na hodnotu pH 3 a promichavany na tiepacce pii 25 °C o rychlosti 125 rpm
v Casovych intervalech 0 — 180 minut. Po ukonceni sorpéniho procesu byly smési
prefiltrovany, upraveny na optimalizovanou hodnotu pH 3 a nasledn¢ konecné koncentrace
véetné zasobniho roztoku byly zméfeny pomoci UV-VIS spektrometru. Adsorbované
mnozstvi kyseliny ferulové bylo vypoéitano dle vztahu (4.1).

4.5 Stanoveni vlivu soli

Stanoveni vlivu soli se provadélo za optimalizovanych podminek. Zvolené adsorbenty byly
umistény do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k a bylo pfidano 25 ml roztoku kyseliny ferulové
o koncentraci 0,5 g-I. Nasledng byl ptidan NaCl o koncentracich 0,5; 1; 2.5 a 5 g. Vzorky
byly upraveny na hodnotu pH 3 a promichavany na tfepacce pti 25 °C o rychlosti 125 rpm po
dobu 50 minut. Po ukonéeni sorp¢niho procesu byly smési piefiltrovany, upraveny na
optimalizovanou hodnotu pH 3 a nasledné¢ konec¢né koncentrace veetné zasobniho roztoku
byly zméteny pomoci UV-VIS spektrometru. Adsorbované mnozstvi kyseliny ferulové bylo
vypo¢itano dle vztahu (4.1).
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4.6 Analyza metodou HPLC

Pro posouzeni selektivity vybranych adsorbentdi, byla provedena pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) analyza smési tfech fenolickych kyselin (kyselina
sinapova, p-kumarova a ferulovd) za optimalizovanych podminek. Stejnym zpiisobem byl
proveden experiment s lyofilizatem kyseliny ferulové z pSeni¢nych otrub.

Experiment se provadél za optimalizovanych podminek. Zvolené adsorbenty byly
umistény do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k a bylo pfiddno 25 ml roztoku smési fenolickych
kyselin o koncentraci 0,1 g-I". Vzorky byly upraveny na hodnotu pH 3 a promichavany na
tfepacce pii 25 °C o rychlosti 125 rpm po dobu 50 minut. Po ukonc¢eni sorpéniho procesu byly
smési prefiltrovany, upraveny na optimalizovanou hodnotu pH 3 a nasledné smés fenolickych
kyselin byla detekovana pomoci UV-VIS detektoru pti vinovych délkach nastavenych na 290
nm pro kyselinu p-kumarovou a 330 nm pro kyselinu sinapovou a ferulovou (obr. 4.1 a 4.2).
Stejnym zplsobem byl proveden experiment s roztokem lyofilizatu kyseliny ferulové
Z pSeniénych otrub o koncentraci 1 g-I".

Nastavené parametry pristroje jsou znazornény v tabulce 4.1. Gradientova eluce a limity
detekce HPLC analyzy fenolickych kyselin jsou uvedeny v tabulkach 4.5 a 4.6.

Tabulka 4.4. Nastaveni pristroje HPLC pro méreni smési fenolickych kyselin

Nazev a typ pristroje HPLC Agilent 1260 Infinity

Objem nastriku 5 ul

Prutok MF 0,8 ml/ min

SloZeni MF 1 % HCOOH:ACN; 94:6

Teplota 35°C

Detekce 290 a 330 nm

Kolona Kinetex 2,5 um EVO C18, 150x4,6 mm
Detektor DAD UV-VIS

Doba analyzy 45 min
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Tabulka 4.5. Gradientova eluce

Cas [min] Acetonitril [%0] Kyselina mravenci [%0]
0 8 92
15 8 92
25 12 88
30 15 85
35 20 80
40 20 80
43 8 92

Tabulka 4.6. Limity detekce HPLC analyzy fenolickych kyselin

Fenolick4 kyselina LOD [mg:-I"]
Kyselina p-kumarova 0,04
Kyselina ferulova 0,04
Kyselina sinapova 0,03

DAD1 E, Sig=290,4 Ref=450,100 (Jads\2013.. PAVEL DIVIS20130403_Bsriyevs_phenolics_

;_standsrd\SIG1000001.0)
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Obrazek 4.1. Chromatogram smési fenolickych kyselin pri 290 nm
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DAD1 C. Sig=330,4 Ref=450,100 (Jards\2019... PAVEL DIVIS20190403_Bariyeva_phenolics_standsrdSIG1000001D)
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Obrazek 4.2. Chromatogram smési fenolickych kyselin pri 330 nm
4.7 Analyza rozptylu (ANOVA)

Pti testovani selektivity smési fenolickych kyselin u jednotlivych adsorbentt byla pouzita
analyza rozptylu k posouzeni, zda mezi naméfenymi koncentracemi analytl existuje
statisticky vyznamny rozdil. Podle poctu analyzovanych faktorti byla zvolena jednofaktorova
analyza rozptylu, kde se testovala koncentrace konkrétni kyseliny u kazdé skupiny
adsorbenti. Cilem je ovéiit piedpoklad, zda koncentrace konkrétni fenolické kyseliny
zpusobuje vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami adsorbentti nebo jde pouze
0 nahodné chyby. Tedy se testovala nulova hypotéza (HO: P > 0,05, F < Fyit), podle které
mezi skupinami neexistuje rozdil a alternativni hypotéza (H1: P < 0,05, F > Fyit), ktera
znamena, ze koncentrace analytu ma vliv na rozdil mezi skupinami. Vysledné parametry byly
zpracovany pomoci statistické funkce ANOVA v software Excel.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Vliv pH prostredi

vvvvvv

celého adsorpéniho procesu, tj. vliv pH prostiedi. pH roztoku ovlivituje povrchovy naboj
adsorbentti a také stupen ionizace adsorbatu. Adsorp¢ni kapacity kyseliny ferulové jako
funkci pH byly stanoveny pii pocatecni koncentraci 0,5 g1t a teploté 25 °C. Zavislost
adsorp¢ni kapacity na pH u adsorbentu XAD-16 nevykazuje vyznamné rozdily v oblasti
pH 2 — 3 (obr. 5.3) s maximem 35,79 mg-g? pii pH = 2. Zvyseni pH roztokd z 4 na 8 viak
zplsobilo vyznamny pokles adsorbovaného mnoZstvi na 2,7 mg-g™* pii pH = 8.

Interakce vodikovych vazeb
™~ n-n interakce

N Hydrofobni interakce

XAD-16

Obrdzek 5.1. Schéma mechanismu adsorpce kyseliny ferulové na XAD-16

Pti adsorpci kyseliny ferulové na adsorbent XAD-16 se uplatnuji 3 zakladni adsorpcni
mechanismy: interakce vodikovych vazeb, m-m interakce a interakce hydrofobni. Tyto
mechanismy jsou nazorné prezentovany na obrazku 5.1. Kyselina ferulova ma na benzenovém
kruhu skupinu —OCHjs (pozice 3), coz zvySuje jeji afinitu k nepolarnim strukturam. XAD-16
je polymerem hydrofobniho charakteru a ma docela nizky dipolovy moment (0,3). Vzhledem
k povaze makroporézniho sorbentu a struktufe fenolické slouceniny se dale uplatiuji
interakce vodikovych mustkl a n-n interakce mezi elektrony aromatického kruhu v adsorbatu
a delokalizovanymi elektrony v bazalni rovin€ polymerniho sorbentu [44].

Rozdily v adsorpéni kapacité pii riznych pH mohou byt vysvétleny ionizaci kyseliny
ferulové a charakteru samotného Amberlitu. Amberlit XAD-16 je nepolarni matrice a da se
tak ocekavat vyssi adsorpéni u€innost k neionizovanym slouc¢eninam. Pti pH < 4 je kyselina
ferulova pritomna jako neionizovand molekula, a dle vysledkl je v této oblasti pH dosaZeno
optimalni adsorp¢ni kapacity, diky interakcim na bazi vodikovych mistkli, n-m a hydrofobnim
interakcim. Jak je ukdzano na obrazku 5.2, kyselina ferulova se ionizuje jako iont ferulatu
(pkal = 4,46) a iont ferulat-fenolatu (pka2 = 8,77). V oblasti pH > 4, kdy je kyselina ferulova
castecné nebo Uplné ionizovana, dochdzi k vyznamnému poklesu adsorpcni kapacity z divodu
snizené aktivity vodikovych mustkd (obr. 5.1). Dal§im divodem snizeni adsorp¢ni kapacity

35



je oslabeni nepolarnich interakci. V oblasti pH > 4 nese kyselina ferulova zaporny naboj, coz
zvysuje jeji hydrofilitu [43].

HO. HO o
—> —>
AN\ OH <+ O 7 (o}
(I) pka1 ? pka2
o o

(4.46) . 9 (8.77) ) )
Kyselina ferulova lont Ferulatu lont Ferulat-Fenolatu

Obrazek 5.2. Chemicka rovnovaha kyseliny ferulové [43]
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Obrdazek 5.3. Vliv pH na adsorpcni kapacitu kyseliny ferulové s adsorbentem Amberlit
XAD-16 (navézka adsorbentu 312,5 mg), pri pocatecni koncentraci 0,5 g1t a 25 °C

Zavislost adsorp¢ni kapacity na pH u sorbentu Amberlyst A-21 nevykazuje vyznamné
rozdily v oblasti pH 2 — 4 (obr. 5.5) s maximem 38,25 mg-g* pii pH = 3. Pii dalsim
navySovani pH roztokii z 5 na 8 byl pozorovan pokles adsorbovaného mnozstvi na
26,46 mg-g* pti pH = 8. Amberlyst A-21 patii k polymernimu sorbentu slab& bazické povahy
a na zakladé toho byla pozorovana relativné vyssi afinita pro adsorpci nez u XAD-16 pfi

pH >4,
H H I H Hz’
C—C—]— C—CQC

CH, CH,
R r pPH<7 . (
| e + HNO; ———» | 2 _Knu
F L %
CH;, CH;
Amberlyst A21

Obrazek 5.4. Struktura a prehled protonace adsorbentu Amberlyst A-21
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Pii adsorpci kyseliny ferulové na adsorbent Amberlyst A-21 se uplatiuji van der
Waalsovy interakce, -m interakce mezi aromatickym kruhem molekuly kyseliny a fenylovym
kruhem na matrici aniontoménicii a vodikové vazby, které se uplatiiuji diky tomu, Ze terciarni
aminova skupina poskytuje akceptory protonti. Cim vétsi je molekula kyseliny, tim vatsi je
afinita k hydrofobnimu povrchu iontoméni¢ového sorbentu diky intermolekulovym van der
Waalsovym silam mezi uhlovodikovymi strukturami organického iontu a iontoméni¢ovym
sorbentem. Proto tam, kde se jedna o adsorpci velkych molekul na aniontoménici, by van der
Waalsova vazba méla byt vyraznéjsi. Slabé bazické aniontoménicové sorbenty, jako je
Amberlyst A-21, ktery diky své nizké zasaditosti u¢inn¢ vymeénuji pouze anionty slabsich
kyselin, maji primarni funkéni skupiny —NHz, sekundarni =NH nebo terciarni aminy =N
(obr.5.4). Proto jednim zdavodi dostateéné vysoké adsorpéni kapacity je to, Ze
dimethylaminova skupina (—N(CHz)2) adsorbentu je snadno protonovana v roztoku kyseliny
a mize se chovat jako iontoméni¢ v §ir§im rozmezi pH. Co je vSak velmi dulezité, pokud jde
o adsorpéni vlastnosti kyseliny ferulové k iontoméni¢ovému sorbentu, tato vlastnost
pravdépodobné neovlivnéna pouze nabojem, ale také strukturou molekuly kyseliny a velikosti
(molekulova hmotnost) [45].
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Obrazek 5.5. Viiv pH na adsorpcni kapacitu kyseliny ferulové s adsorbentem Amberlyst
A-21 (pro navazku 312,5 mg) pii pocdtecni koncentraci 0,5 g1t a 25 °C

V ptipadé aktivniho uhli byla pozorovana vysoka adsorpéni kapacita, 75,91 mg-g™ pro
pH = 2 a 75,89 mg-g? pro pH = 3 (obr 5.6). Jak bylo ogekavano, bylo pozorovéano citlivé
snizeni adsorpce kyseliny ferulové u kazdého adsorbentu, jakmile je pH vy$si nez 4.

Obecng, adsorpce fenolickych latek na aktivnim uhli z vodnych rozpoustédel probiha pies
kyslikaté funkéni skupiny na uhlikovém povrchu prosttednictvim komplexu n-elektron donor-
akceptorového typu s aromatickymi jadry ve fenolové jednotce. Protoze skupiny obsahujici
kyslik existuji pouze v relativné malych koncentracich, jakmile jsou takova mista vyCerpana,
dochazi k dal§i adsorpci v bazdlnich rovinich uhlikové miizky. Ackoliv je aktivni uhli
heterogennim materidlem s velkym poctem povrchovych skupin, hlavné se zdporn€ nabitymi
skupinami a rtznymi distribucemi velikosti port, vySe uvedené vysledky naznacuji, ze
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aktivita tohoto aktivniho uhli je hlavné funkci uhlikové zasaditosti a tim padem adsorpci
kyseliny ferulové lze castecné pficist k elektrostatickym interakcim s témito skupinami.
Zasaditost aktivnich uhli je zptisobena piitomnosti zakladnich funkénich skupin obsahujicich
kyslik (napf. pyrony nebo chromeny) a / nebo vrstev grafenu, které se chovaji jako Lewisova
baze a tvoti elektron donor-akceptorové (EDA) komplexy s molekulami H20. Je tedy mozné,
ze vzhledem k vysoce bazické povaze povrchu sorbentu se afinita pro adsorpci zvySuje (a tim
i vétsi mnozstvi adsorbovaného) [46], [47].
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Obrdzek 5.6. Vliv pH na adsorpcni kapacitu kyseliny ferulové s adsorbentem Aktivni uhli (pro
navdzku 156,2 mg) pri pocatecni koncentraci 0,5 g-I* a 25 °C

S ohledem na vysSe uvedené skutecnosti je proto na zakladé dosazenych experimentti pro
dal$i experimenty byla stanovena optimalni hodnota pH = 3 pro vSechny adsorbenty. Pfi
porovnani s dal§imi experimenty popsané dle Darly R. Pompeu 2010 [44] a Davila-Guzmana
2011 [43], kde byla testovana kyselina ferulova, se zjistilo, Ze optimalni hodnota pH
se pohybovala mezi 3 — 3,5, jelikoz dle uvedenych studii pfirozené pH kyseliny ferulové
a mnohych dal$ich fenolickych kyselin je v tomto rozmezi.

5.2 Stanoveni optimalni navazky adsorbentu

Dals$im optimalizovanym parametrem bylo vyhodnocovani nejvhodnéjsi navazky piislusnych
adsorbenti pro koncentraci roztoku kyseliny ferulové 0,5 g:I?. Navazky byly zvoleny
v rozmezi hodnot 50 — 875 mg. Ostatni parametry byly vybrany dle kapitoly 4.4.2. Stanoveni
optimalnich navazek bylo provadéno pies pomér m/V, coz je zavislost navazky adsorbentu ku
objemu roztoku kyseliny ferulové. Podle grafii prezentovanych na obrazcich 5.7, 5.8 a 5.9,
¢im vys$i je navazka adsorbentd, tim vyssi je procentudlni zastoupeni kyseliny ferulové. To
znamena, ze S pfidanim adsorbentli se zvySuje pocet aktivnich mist pro kyselinu ferulovou,
dokud nedojde k nasyceni adsorbentl adsorbatem, tj. k limitni hranici m/V. Dalsi navySovani
navazek u jednotlivych sorbentli vedlo ke stabilizaci naadsorbovaného mnozstvi (Qad),
protoze K dispozici bylo vétsi mnozstvi adsorpéniho materialu nez samotného adsorbatu pri
stalé koncentraci kyseliny ferulové a stejném pH. Divodem omezené mobility polymernich

38



sorbentll a aktivniho uhli byl nartst hustoty adsorpcnich smési. Z ekonomického hlediska,
Vramci primyslové vyroby, je vhodné zvolit pomér minimdlni mnozstvi adsorbentu, pfti
kterém je dosazeno maximalni mozné adsorp¢ni kapacity. Z vysledkli experimentu pfii
podminkach popsanych dle kapitoly 4.4.2 byl zvolen optimalni pomér m/V = 0,009 g-ml* pro
vSechny tfi sorbenty, coz odpovidd navazce 225 mg v objemu roztoku 25 ml kyseliny
ferulové.
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Obrazek 5.7. Zavislost adsorbovaného mnoZstvi kyseliny ferulové na pomeru mnozstvi
aktivniho uhli a roztoku kyseliny
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Obrazek 5.8. Zavislost adsorbovaného mnozstvi kyseliny ferulové na poméru mnozstvi
polymeru A-21 a roztoku kyseliny
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Obrazek 5.9. Zavislost adsorbovaneho mnozstvi kyseliny ferulové na poméru mnozstvi
polymeru XAD-16 a roztoku kyseliny

5.3 Adsorp¢éni izotermy

V ramci daného experimentu byly stanoveny izotermy pro sorpci kyseliny ferulové pro
vybrané adsorbenty, s cilem porovnani adsorpéni a desorp¢ni ucinnosti téchto sorbenti.
Langmuirovy a Freundlichovy izotermy jsou dva z nejcastéji pouzivanych modeli pro popis
adsorp¢nich izoterem. Langmuiriv model byl testovan pro popis monomolekularni adsorpce
s predpokladem energeticky identickych sorp¢nich mist bez vzajemnych interakci mezi
adsorbovanymi  molekulami.  Freundlichiv model byl testovan pro popis jak
monomolekularni, tak i multimolekularni adsorpci, tj. predpokladala se adsorpce na
heterogenni povrchy, kterd popisuje sorpéni mista pfi riznych energiich. Cilem sestrojeni
téchto izoterem bylo porovnani modelovych izoterem s experimentalnimi daty a také
porovnani maximalnich adsorp¢nich kapacit, jakoz 1 nékterych kvalitativnich aspekt
adsorpce, jako je afinita, vyhodnost a interakce mezi adsorbentem a adsorbatem. Adsorbované
mnozstvi kyseliny ferulové bylo vypo¢itano dle vztahu (4.1), na zakladé toho byly sestrojeny
Langmuirovy izotermy. Maximalni adsorp¢ni kapacita Qmax byla stanovena pomoci linearni
regrese. Podobnym zplisobem byly stanoveny parametry pro Freundlichiiv model. Sestrojené
izotermy jsou znazornény na obrazcich 5.10, 5.11 a 5.12.
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Obrazek 5.10. Adsorpcni izotermy kyseliny ferulové na adsorbent A-21
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Obrdazek 5.11. Adsorpcni izotermy kyseliny ferulové na adsorbent aktivni uhli
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Obrazek 5.12. Adsorpcni izotermy kyseliny ferulové na XAD-16

Vypoéitané parametry jednotlivych adsorpénich izoterem jsou uvedeny v tabulce 5.1. Jak
ukazuji vysledky, Langmuirova konstanta Qmax (maximalni adsorpéni kapacita) vzrusta
Vv potadi A-21 > aktivni uhli > XAD-16. Jak jiz bylo diskutovano diive, vysoka hodnota Qmax
u sorbentu A-21 je pravdépodobné dusledkem aktivace dimethylaminové skupiny
(—N(CHa)2) (obr. 5.4), ktera je protonovana v neionizovaném roztoku kyseliny, a tim padem
dochazi k silné iontové interakci mezi elektronovym parem protonované amino skupiny a
hydroxylovym vodikem fenolické kyseliny. O néco niz§i maximalni adsorp¢ni kapacita byla
pozorovana U adsorbentu aktivni uhli a byla stanovena relativné nizka hodnota Qmax
polymerniho sorbentu XAD-16, coz je pravdépodobné zpusobeno tim, ze XAD-16 je
hydrofobnim polymerem styren-divinylbenzenového typu s nizkym dipdélovym momentem,
a proto bude haf stanovit polarni interakce ve srovnani se sorbentem iontoméni¢ového typu
A-21.

U Freundlichovy izotermy byl pozorovan nasledujici jev. Hodnota Freundlichova
koeficientu charakterizujiciho silu adsorpce (Kg) vzrista v potadi aktivni uhli > XAD-16 >
A-21. Ptiznivé podminky pro adsorpéni proces jsou vyjadieny Freundlichovou izotermickou
konstantou n a jeho hodnota leZi v pozadovaném rozmezi 1 < n < 10, ktera vzrasta v poradi
XAD-16 > aktivni uhli > A-21 [48].
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Tabulka 5.1. Parametry adsorpcnich izoterem

Langmuiriv model Freundlichiiv model
Adsorbent Qe Qmax KL R2 Ke n R?
Jp U .ma-L
(mg-g’] [mgg’ [Fmg’] mghining )

Aktivni 52,66 150,4 0,023  0,9922 20,54 2,969  0,8299
uhli

A-21 52,84 209,1 0,017  0,9359 11,93 1,908 0,8273
XAD-16 47,01 82 0,039 0,9691 16,37 3,852  0,6821

Tyto modely jsou porovnavany s experimentalnimi daty za pouziti statistickych parametrti
uvedenych v tabulce 5.1, a z vysledku je patrné, ze pro vSechny tfi sorbenty Langmiurtiv
model byl povazovan za nejlepsi, z disledku vyssich korelaénich koeficientd (R? =
0,9922 — 0,9359). Obecné se zda, ze adsorpce fenolické kyseliny je ptizniva jak na povrchu
makroporéznich sorbentii, tak 1 na povrchu aktivniho uhli, proto byly poskytovany vysoké
hladiny adsorpce. Experiment také potvrzuje pfiznivost Langmuirovy izotermy pro
homogenni povrchy polymernich sorbentti a Freuindlichovy izotermy pro aktivni uhli, jelikoz
je aktivni uhli heterogennim materialem s velkym poctem povrchovych skupin.

Bylo provedeno porovnani s dalSimi studiemi a bylo zjisténo, Ze adsorp¢ni kapacitu je
mozné ovlivnit optimalizaci experimentalnich podminek. Vysledky podobnych studii, které se
zabyvaji problematikou kinetiky a adsorpénimi mechanizmy fenolickych slouéenin na tyto
adsorbenty, jsou prezentovany v tabulce 5.2. Ve vSech uvedenych studiich byly stanoveny
Langmuirovy a Freundlichovy izotermni modely a podle experimentalnich vysledkti bylo
naznaceno, ze Langmuiriv model mél vyssi korelacni koeficienty nez model Freundlichtiv.
Srovnanim vysledki s experimentadlnimi daty Langmuirovy izotermy jinych studii bylo
zjisténo, ze adsorpéni proces a jeho U€innost zadvisi na optimalizaci zdkladnich parametri,
jako jsou mnozstvi adsorbentu a zjisténi vhodné pH prostiedi.

Tabulka 5.2. Porovnani hodnot adsorpcnich izoterem s jinymi studiemi

Adsorbat Adsorbent Qmax KL Ke n Studie
Kyselina XAD-16 220,2 0,01 33,25 0,27 [43]
ferulova
Kyselina XAD-16 103,59 3,89 8,30 0,50 [44]
ferulova

Fenol Aktivni uhli 49,72 0,11 6,19 0,61 [49]
Acid Orange 7 A-21 235,05 0,09 - - [50]
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5.4 Optimalizace vlivu kontaktniho ¢asu

Jednim z nejdiilezitéjSich parametrii adsorpce je zjiSténi doby, pii které dochazi k zaplnéni
aktivnich mist adsorbatem. Optimalizaci vlivu kontaktniho ¢asu se daji snizit celkové naklady
a zlepsit efektivitu celého procesu. Pro stanoveni rovnovazného ¢asu maximalni adsorpci
apro poznani kinetiky sorpéniho procesu byla adsorpce kyseliny ferulové na vybranych
adsorbentech provadéna v casovych intervalech vrozmezi 0 — 180 min (obr. 5.13).
K rychlému linearnimu narustu adsorbovaného mnozstvi kyseliny ferulové u adsorbentu
aktivni uhli a polymerniho sorbentu A-21 dochdzi v prvnich 20 minutach. V piipadé
polymerniho sorbentu XAD-16 je pozorovano, ze rychla linearni sorpce probiha v prvnich 30
minutach. Takova rychla sorpce mize byt disledkem vysokého poctu volnych mist pro sorpci
dostupnych v pocatecni fazi. Po 20 a 30 minutach sorpce dochazi k postupnému zpomaleni
a vyrovnani celého procesu, tzn. Kustaleni adsorbovaného mnozstvi kyseliny ferulové
Vv rovnovazném stavu. Disledkem je pravdépodobné hnaci sila koncentra¢niho gradientu, diky
které dochazi k rychlému zaplnéni prazdnych aktivnich mist na povrchu adsorbentu.
V poréznich materidlech je rychla ¢ast adsorpéni kinetiky pfisuzovdna difuzi filmu
a pomalej$i Cast intrapartikularni difuzi. To znamend, ze kdyz adsorpce zahrnuje proces
povrchové reakce, pocateni adsorpce je rychld. Dale bude nasledovat pomalejsi adsorpce,
protoZze pocet dostupnych mist pro adsorpci se postupné snizuje, coz bylo pozorovano po
dosazeni rovnovahy v 50 minuté. Pfi prodlouzeni adsorpéniho procesu do 180 minut byl
pozorovan nepatrny nartst adsorpénich kapacit jednotlivych adsorbenti (tab. 5.3). Ve velkém
primyslovém méfitku takové prodlouzeni procesu by vedlo k neefektivité a k dodate¢nym
nakladiim na provoz. Proto pro zachovani optimalnich podminek, jak z hlediska vyzkumu, tak
i Z primyslového a aplika¢niho hlediska, byl vybran rovnovazny ¢as dosazeny v 50 minuté
pro vSechny adsorbenty. Stejny Cas pro dosazeni rovnovazného stavu nejspise byl zptisoben
tim, Ze Castice adsorbenti maji vice mén¢ stejnou velikost (kapitola 4.2) [51].

Tabulka 5.3. Adsorbované mnoZstvi kyseliny ferulové pri riiznych rovnovaiznych casech

Adsorbent Qad[Mg-g™] Qaa [Mmg-g™]
(t =50 min) (t =180 min)
Aktivni uhli 52,13 53,52
A-21 52,09 52,89
XAD-16 41,64 44,83
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Obrazek 5.13. Vliv doby kontaktu béhem adsorpce kyseliny ferulové na riiznych adsorbentech
(pri pH 3 a teplote 25 °C)

Bylo provedeno porovnani vysledkii s riznymi studiemi, které se zabyvaji problematikou
mechanizmu reakéni kinetiky na fenolickych slouceninach, piipadné na fenol. Jelikoz na
difuzni procesy maji vliv i ruzné vychozi parametry reakce, jako jsou rtzné pocatecni
koncentrace adsorbatu a adsorbentu, je patrné, ze se optimalizované parametry budou lisit.
Jak je pozorovano porovnanim vysledka s dalsimi studiemi (tab 5.4), hodnota Qad popisujici
adsorbované mnozstvi latky na jednotku adsorbentu je zavisld na vychozich parametrech
(vztah 4.1), coz znovu potvrzuje zavislost adsorpéniho procesu na optimalizaci zakladnich
parametrq, jak bylo naznac¢eno pii porovnani vysledkii adsorpcnich izoterem.

Tabulka 5.4. Porovnani hodnot rovnovazného kontaktniho casu S jinymi studiemi

Adsorbat Adsorbent Qad [Mmg-g™] t [min] Studie
Kyselina XAD-16 133 90 [43]
ferulova
Kyselina XAD-16 46,78 30 [44]
ferulova
Fenol Aktivni uhli - ~ 60 [49]
Acid Orange 7 A-21 ~ 50 60 [50]

5.5 Vysledky optimalizace adsorp¢ni kinetiky

Na zéakladé experimentalnich dat pfi podminkach optimalizovaného kontaktniho ¢asu pH byly
stanoveny kinetické modely pseudo-prvniho a pseudo-druhého ftadu. Vysledky dvou
kinetickych parametri jsou uvedeny v tabulce 5.5. Linearizované tvary kinetickych modela
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jsou zndzornény na obrazcich 5.14 a 5.15. Z vysledki je patrné, ze hodnoty R? Kinetického
modelu pseudo-druhého fadu jsou vys$S$i nez hodnoty pseudo-prvniho fadu pro rdzné
studované adsorbenty, ale rozdil je nepatrny. AvsSak tyto vysledky umoziuji udélat vybér ku
prospéchu modelu pseudo-druhého tadu, coz naznacuje vhodnost tohoto modelu pro adsorpci
kyseliny ferulové na vybranych adsorbentech. ToO znamena, ze celkova rychlost
polyfenolového adsorpéniho procesu muize byt tfizena nékolika kroky difuze (rychla cast
a pomald). Ziskané hodnoty koreluji s vysledky ziskanymi Langmuirovou izotermou.

Tabulka 5.5. Parametry adsorpcni kinetiky

Pseudo-prvni iad Pseudo-druhy iad
Adsorbent Oe 01 k1 R2 Q2 ka R?
[mg-g'] [mg-g*] [min™] [mg-g'] [g'mg™*min?]
Aktivni 53,52 29,27 0,13 0,938 55,04 0,0049 0,997
uhli
A-21 52,95 33,03 0,17 0,989 54,00 0,0071 0,999
XAD-16 44 .83 32,11 0,10 0,985 46,98 0,0029 0,998
4
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Obrdzek 5.14. Linearizované tvary kinetickych modelii pseudo-prvniho radu
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Obrazek 5.15. Linearizované tvary kinetickych modelit pseudo-druhého radu

Porovnanim vysledkd S jinymi studiemi bylo zjiSténo, Ze vypocitané experimentdlni
hodnoty pro kinetické modely pseudo-prvniho a pseudo-druhého tfadu se moc nelisi od
experimentalnich hodnot studii (tab. 5.6). V piipadé¢ studii [43 a 44] byly testovany jenom
kinetické modely pseudo-prvniho fadu, v ostatnich studiich byly testovany oba modely
a adsorpce kyseliny ferulové na adsorbenty odpovidala kinetickému modelu pseudo-druhého
fadu, coZ bylo stanoveno v daném experimentu.

Tabulka 5.6. Porovnani hodnot adsorpcni kinetiky s jinymi studiemi

Adsorbat Adsorbent g1/ g2 ki [min]/ k" R'/R¥  Studie
[mg-g™] [g-mg*min-]

Kyselina XAD-16 - 0,097 - [43]
ferulova
Kyselina XAD-16 49,98" 0,0027" 0,998" [44]
ferulova
Fenol Aktivni uhli — 6,540 - 10° 0,986 [49]
Acid Orange 7 A-21 51,93" 0,005" 0,999" [50]

5.6 Stanoveni vlivu soli

Pii sorpci latek v redlnych systémech se mohou uplatiiovat interferencni jevy z ostatnich
komponent smési. Jednim z nejvyznamnéjSich vlivii na sorpéni proces mize vykazovat
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ptitomnost anorganickych soli. Proto je nutné studovat vliv téchto soli na tyto procesy. Pro
zkoumani vlivu soli na sorpci kyseliny ferulové tfemi adsorbenty byla pouzita NaCl
Vv roztocich o koncentracich 5 — 50 g-I". Na zakladé vysledki, prezentovanych na obrazku
5.16, je patrny vyznamny vliv na adsorp¢ni kapacitu kyseliny ferulové v ptipadé¢ obou
polymernich sorbent. U téchto sorbentd je zaznamenan vyznamny pokles adsorpéni
kapacity, u sorbentu A-21 0 52 % a u XAD-16 0 55 %. V piipad¢ aktivniho uhli nedochazelo
pii navySovani koncentrace soli k vyznamnému poklesu adsorp¢ni kapacity, jenom o 4 %,
a celkova adsorpce byla Vv ptipadé ptritomnosti NaCl mnohem vys$i nez u polymernich
sorbentd. Halhouli a dalsi [52] podobny trend béhem sorpce fenolu na aktivnim uhli v
ptitomnosti vysoké koncentrace soli KCI. Vysvétlili své vysledky kompetici mezi solnym
iontem (K* nebo Na*) a aktivnimi misty na povrchu sorbentl. Jak jiz bylo diskutovano
v kapitole 5.1, aktivni uhli maji na svém povrchu velky pocet riznych povrchovych skupin,
hlavné se zdporné nabitymi skupinami a riznymi distribucemi velikosti pora. Podle toho se da
usuzovat, ze pomérné vysoké hodnoty adsorpénich kapacit u aktivniho uhli byly zptisobeny
pravé vysokym poctem takovych skupin. Oproti aktivnimu uhli polymerni adsorbenty maji
omezeny pocet povrchovych skupin a zde pravdépodobné dochazi ke konkurenénim
interakcim mezi soli a molekulami kyseliny ferulové, které zabraiuji jejich pfipojeni k
povrchim polymernich sorbentd. Jelikoz adsorbent XAD-16 ma mnohem vétsi povrchovou
plochu nez A-21, to by mohlo byt divodem jeho vysoké adsorp¢éni kapacity pii testovani
vlivu soli.
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Obrazek 5.16. Vliv koncentrace NaCl na adsorpcni kapacitu kyseliny ferulové s jednotlivymi
adsorbenty

5.7 Testy selektivity adsorbenti

Scilem posouzeni selektivity vybranych sorbentli, byla provedena analyza smési tfech
nejcastéjSich fenolickych kyselin (kyselina sinapova, p-kumarova a ferulova) v otrubach za
optimalizovanych podminek. Pro tento ucel byla vyuzita analyza rozptylu (ANOVA), ktera
slouzila k zjiSténi statisticky vyznamnych rozdili mezi jednotlivymi sorbenty. Analyza byla
provedena na zdkladé¢ dvou hypotéz, jedna z nich tvrdi ze mezi studovanymi skupinami
neexistuje vyznamny rozdil (HO: P > 0,05, F<Ft), podlé alternativni hypotéze (H1: P < 0,05,
F > Fwit) mezi studovanymi skupinami existuje vyznamny statisticky rozdil. Vysledné
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statistické parametry jsou uvedeny v tabulce 5.7. Nejvyznamnéjsi statistické rozdily
vykazovaly adsorbenty XAD-16 a Aktivni uhli. Adsorbent A-21 nevykazoval vyznamny
statisticky rozdil.

Tabulka 5.7. ANOVA selektivity adsorbentii

Parametr P F Freit
XAD-16 2,4-10° 8376,89
Aktivni uhli 0,004 54,676 9,55
A-21 0,17 3,27

Jak je vidét zboxového grafu pro sorbent XAD-16 znazornéného na obrazku 5.19,
nejrychleji byla adsorbovana kyselina sinapova s priimérnou koncentraci 13,71 mg-I?, pak
kyselina ferulovd s 17,32 mg-I* a kyselina p-kumarovd se adsorbovala jako posledni
s priimérnou koncentraci 32,53 mg-1™.,

H3CO OH H3;CO H3CO
—
pka1 pka2
(9.

OCHjs (4.43) OCH3 21) OCHjs

Obrdzek 5.17. lonizovand forma kyseliny sinapové [53]

Obrazek 5.18. lonizovand forma kyseliny p-kumarové [54]

Studované fenolické kyseliny maji stejny skelet s odlisSnymi substituenty. Hodnoty
disocia¢nich konstant u kyselin naristaji v potfadi kyselina sinapova < ferulova < p-kumarova,
avSak s malym rozdilem. VSechny tf#i kyseliny jsou pfitomny pii pH < 4, tedy za
optimalizované pH = 3, Vneionizované formé, coz umoZiuje uplatnéni tfech zékladnich
adsorp¢nich mechanizmii: interakce vodikovych vazeb, n-m interakce a interakce hydrofobni
(obr 5.1). Hydrofobni interakce se uplatfiuji mezi methoxy skupinou fenolické kyseliny
a povrchem adsorbentu. Kyselina sinapova ma na benzenovém kruhu dvé methoxy skupiny
(obr 5.17), coz znamena, ze ma vyssi afinitu k nepolarnimu povrchu adsorbentu XAD-16 nez
kyselina ferulova, ktera obsahuje jednu methoxy skupinu (obr. 5.2). Kyselina p-kumarova
neobsahuje zadné methoxy substituenty (obr. 5.18) a tudiz byla adsorbovana nejpomaleji.
Z toho se da usuzovat, ze pocet funk¢énich skupin dost pozitivné ovliviiuje rychlost celého
sorp¢niho procesu.
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Obrazek 5.19. Boxovy graf pro adsorbent XAD-16

V piipadé sorbentu A-21 byl pozorovan opacny jev. Nejprve byla adsorbovana kyselina
p-kumarova s primérnou koncentraci 2,37 mg-I%, pak kyselina ferulovd s 3,37 mg-I?
a kyselina sinapova byla adsorbovana s priimérnou koncentraci 4,38 mg:I* jako posledni
(obr 5.20). Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 5.1, mezi adsorbentem A-21 slabé bazické povahy
a fenolickou kyselinou se uplatiuji van der Waalsovy interakce, m-m interakce mezi
aromatickym kruhem molekuly kyseliny a fenylovym kruhem na matrici aniontoménica
a vodikové vazby. Vodikové vazby se uplatiuji diky tomu, Ze terciarni aminova skupina
(-N(CHa3)2) je snadno protonovana v roztoku kyseliny a poskytuje akceptory protond.
Kyselina p-kumarova ma volné pfipustnou hydroxylovou skupinu, ktera mize snadné tvofit
vodikové mustky s adsorbentem. Kyselina ferulova s jednou methoxy skupinou a kyselina
sinapova s dvéma methoxy skupinami v sousedstvi brani volnému pfistupu hydroxylové

skupiny.
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Obrazek 5.20. Boxovy graf pro adsorbent A-21

Pti adsorpci smési kyselin na aktivni uhli nejprve byla adsorbovéna kyselina sinapova s
priimérnou koncentraci 0,22 mg:I?, pak kyselina ferulova s 0,19 mg-1* a kyselina p-kumarova
se adsorbovala jako posledni s primérnou koncentraci 0,04 mg-I* (obr. 5.21). U aktivnich
uhli je vidét, ze rozdily jsou malo patrné, lze to vysvétlit pritomnosti riznych povrchovych
funk¢énich skupin (napt. karboxylové skupiny, laktony, aldehydy, ketony, chinony,
hydrochinony atd.), které ovliviiuji jeho aktivitu a adsorp¢ni charakteristiky. Je velmi
pravdépodobné, ze adsorpéni procesy probihaji pomoci elektrostatickych interakci s témito
kyslikatymi funkénimi skupinami, a proto jako v piipadé pryskyfice XAD-16 by se méli
uplatinovat i1 hydrofobni interakce mezi methoxy skupinami a heterogennim povrchem
aktivniho uhli.

Aktivni uhli selektivita

03 T
+ Mean
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o ==
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. Kyselina .
Kyselina ferulovi Kyselina

kumarova sinapova

Obrazek 5.21. Boxovy graf pro adsorbent aktivni uhli
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Stejnym zptisobem byl proveden experiment s roztokem lyofilizatu kyseliny ferulové
Z pSeni¢nych otrub. Stanovené vysledné koncentrace testovanych fenolickych kyselin
se pochybovaly v rozmezi 0,01 — 0,15 mg:I. Takové malé koncentrace jsou zpiisobené tim,
ze vychozi koncentrace kyselin v lyofilizdtu jsou rtzné, a proto nebylo mozné jejich
statistické porovnani.

V ramci vyse provedenych experimentd selektivita pro kyselinu ferulovou klesala v fade
aktivni uhli < A-21 < XAD-16. Experimenty vénujici se selektivni adsorpci kyseliny ferulové
ze smési bude tieba jesté v budoucnu podrobnéji optimalizovat.

5.8 Shrnuti vysledku optimalizovanych parametru

Na zéklad¢ provedenych experimentli byly optimalizovany parametry adsorpce kyseliny
ferulové. Pii1 testovani vlivu pH prostiedi byla stanovena optimalni hodnota pH = 3
odpovidajici ptirozené¢ pH = 3 — 3,5 kyseliny ferulové a mnoha dalSich fenolickych kyselin.
Byly stanoveny optimalni navazky jednotlivych sorbentii na 225 mg. Vysledky zjisténé pii
studiu adsorp¢nich izoterem, kontaktniho c¢asu a adsorpéni kinetiky byly prabézné
porovnavany s odbornymi studiemi. Na zakladé téchto vysledki byla vybrana Langmuirova
izoterma a kineticky model pseudo-druhého fadu pro vSechny tfi adsorbenty jako nejlépe
popisujici experimentalné stanovené modely. Kontaktni Cas, pti kterém dochazi k ustaleni
rovnovahy, byl dosazen v 50 minuté u vSech tfech adsorbent. Ukazalo se, ze adsorp¢ni
proces a jeho uCinnost zavisi na optimalizaci zakladnich parametrl, jako jsou mnozstvi
adsorbentu a zjisténi vhodné pH prostfedi. Na zékladé¢ optimalizovanych parametrii byl
testovan vliv soli, ktery mél vyznamny dopad na adsorpcni kapacity kyseliny ferulové za
pouziti makroporéznich polymernich sorbentt, ale pii adsorpci kyseliny ferulové na aktivnim
uhli nevykazoval vyznamny vliv. Pii testovani selektivity jednotlivych sorbentti za
optimalizovanych podminek bylo zjisténo, ze adsorbenty XAD-16 a aktivni uhli pfednostné
adsorbovaly kyselinu sinapovou, pak kyselinu ferulovou a jako posledni byla naadsorbovana
kyselina p-kumarova. V piipadé sorbentu A-21 bylo stanoveno opacné pofadi. Tyto vysledky
umoziuji, V radmci izolace a purifikace kyseliny ferulové, odstraiiovani ze smési pozadované
fenolické kyseliny. Tato skuteCnost je zaloZzena na schopnosti jednotlivych adsorbent
vychytdvat ionty ptislusnych kyselin, coz bylo studovano pfti testu selektivity. Na zakladé
téchto vysledkii, ceny jednotlivych sorbentdi a dostupnych moznostech jejich
regenerovatelnosti by bylo mozné wvyuzit znalosti Kinetiky a mechanizmi adsorpce
studovanych fenolickych kyselin k desorpénim procesiim.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byla fesena problematika optimaliza¢nich procesti adsorpce kyseliny
ferulové na tfech vybranych adsorbentech. Kyselina ferulova je bioaktivni slouc¢eninou
ptitomnou v riznych rostlinnych zdrojich, proto v poslednich desetiletich je predmétem
mnoha studii, zejména diky svym zdravi prospéSnym u¢inkim a Sirokému uplatnéni
Vv riznych odvétvich primyslu. V dnesni dobé se celd fada podobnych studii zaméiuje na
izolaci a purifikaci kyseliny ferulové z potravinovych zdroji bohatych na fenolické
slou¢eniny. Pro provedeni izola¢nich a purifikacnich postupt je nutné nejprve zvolit vhodné
adsorbenty a stanovit zakladni adsorpéni parametry, které byly testovany v této praci. K nim
hlavné patfilo stanoveni pH prostiedi, mnozstvi adsorbentl, kontaktniho casu a dalSich
parametr. Na zaklad¢ téchto parametri bylo mozné procesy popsat pomoci matematickych
modelti (adsorpcni izotermy, maximalni adsorpéni kapacity jednotlivych sorbentli, studium
kinetiky a mechanizmi adsorpce), které mohou dale vyuzity pii designu provoznich zatizeni
urcenych k adsorpci.

Diskutované vysledky prace potvrzuji pozitivni adsorp¢ni schopnosti vSech vybranych
sorbentl. S cilem vybrat vhodny material pro adsorpci fenolickych kyselin, zejména kyseliny
ferulove, byly zvoleny rtizné adsorbenty a detailné prostudovany jejich fyzikaIn€-chemickeé
vlastnosti. Nejacinn€jSimi sorbenty pro adsorpci kyseliny ferulové byly na zakladé
experimentu stanoveny Amberlyst A-21 a aktivni uhli. Slabé bazicky iontoméniCovy
Amberlyst A-21 nese terciarni aminoskupinu, ktera zvysuje afinitu kyseliny ferulové na jeho
povrch. Vysoké adsorp¢ni kapacity aktivniho uhli byly zptisobeny heterogennim povrchem
s riznorodymi funkénimi skupinami, nesoucimi hlavné zaporné naboje a tim zvySujicimi
afinitu kyseliny na povrchu sorbentu. Amberlyt XAD-16 vykazoval ve srovnani s vySe
uvedenymi sorbenty nizsi adsorpcni Uc€innost, protoze je nepolarnim sorbentem hydrofobni
povahy. Maximalni adsorp¢ni kapacity (Qmax) ziskané pti konstrukci adsorpénich izoterem
byly 209,1 mg-g* pro A-21, 150,4 mg-g* pro aktivni uhli a 82 mg-g? pro XAD-16. Pfi
porovnani vysledkil experimentalnich dat s testovanymi izotermnimi modely bylo naznaceno,
ze nejlépe popisujicim ziskana experimentalni data byl LangmuirGv model pro vSechny tii
sorbenty. Studovani adsorp¢ni kinetiky kyseliny ferulové naznacilo vhodnost pseudo-druhého
kinetického modelu pfi stanoveném optimalnim ¢ase 50 min pro vSechny sorbenty. Testovani
vlivu soli umoznilo pochopeni chovani latek v redlnych systémech, které mohou byt
ovlivnény interferen¢nimi sily z ostatnich komponent smési jako je stl. Tyto znalosti 1ze dale
vyuzit pii studiu extrakénich procesi zalozenych na alkalické hydrolyze. Z hlediska
selektivity a desorpce adsorbatu je tfeba v budoucnu provést celou fadu laboratornich
experimentti zamé&fenych na tuto problematiku. Je nutné brat v Givahu i otazku reZijni ceny
jednotlivych sorbentl. Dle srovnani nakupnich cen sorbenti v malém métitku Amberlyt
XAD-16 ma relativné vyssi cenu ktera se pohybuje kolem 8 000 K¢ / kg, Amberlyst A-21 a
aktivni uhli maji cenu cca 4 000 K¢ / kg. Sohledem na vySe uvedené skute¢nosti a na
vysledky provedenych experimentll, lze fici, ze sorbenty Amberlyst A-21 a aktivni uhli jsou
vhodnymi kandidaty pro dal$i vyzkum a vyvoj v oblasti izolace a purifikace kyseliny ferulové
z lignocelulézovych 1 jinych materialti. Maji také potencidl v dalSim uplatnéni v provoznim
méfitku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC

ACN

ANOVA

DAD

DNA

EDA

ESA

FA

FCH

GAC

GRAS

HPLC

LOD

MIP

MF

MS

NADPH

NMR

NP-LC

PAC
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Aktivni uhli (Activated Carbon)

Acetontril (Acetonirile)

Analyza rozptylu (Analysis of variance)

Detektor diodového pole (Diode array detector)
Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)
Elektron donor akceptor (Electron donor acceptor)
Utinné plochy (Effective surface area)

Kyselina ferulova (Ferulic acid)

Fakulta chemicka

Granulované aktivni uhli (Granular activated carbon)

Vseobecné povazovany za bezpecny (Generally recognized
as safe)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High
performance liquid chromatography)

Mez detekce (Limit of detection)

Molekulové imprintované polymery (Molecularly imprinted
polymer)

Mobilni faze
Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

Spektroskopie nuklearni magnetické resonance (Nuclear
magnetic resonance)

Kapalinovad chromatografie s normalnimi fdzemi (Normal-
phase liquid chromatography)

Praskové aktivni uhliky (Powdered activated carbon)



PAL
ROS

RP-LC

SAM
SDVB
SF
TAL
THF

UV-VIS

UCHPBT

VUT

Fenylalanin amoniaklyaza (Phenylalanine ammonia-lyase)
Reaktivni formy kysliku (Reactive oxygen species)

Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi (Reversed-
phase liquid chromatography)

S-adenosyl-L-methionin (S-adenosyl-L-methionine)
Styren-divinylbenzen (Styrene-divinylbenzene)
Stacionarni faze

Tyrosin amoniaklyaza (Tyrosine ammonia-lyase)
Tetrahydrofuran

Ultrafialovo-viditelna  spektroskopie  (Ultraviolet-visible
spectroscopy)

Ustav chemie potravin a biotechnologii

Vysoké uceni technické
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