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Abstrakt

PiedloZzena bakalaiska prace se zabyva studiem interakci mezi huminovymi kyselinami (HK),
coby hlavni komponentou puadni organické hmoty, a modelovymi polutanty v podobé¢
povrchové aktivnich latek (tenzidll) prostfednictvim nekonvencniho a originalniho spojeni
dialyzacnich a diftznich technik. Protoze dialyzac¢ni techniky jsou z hlediska studia interakce
huminovych latek stenzidy ziidka pouzivany, bylo nutné pied vlastnimi experimenty
optimalizovat metody stanoveni ionickych tenzidu (jako zastupci vybrani kationicky Septonex
a anionicky Dodecylsiran sodny), k ¢emuz byla pouzita metoda zaloZend na principu
vytvoreni barevného iontového paru mezi tenzidem a opacné nabitym barvivem a nasledna
extrakce tohoto paru do organického rozpoustédla. Dialyzacni experimenty v difiznich celach
byly provadény s kationaktivnim tenzidem Septonexem, u n¢hoz byla ocekavana pozitivni
interakce s huminovymi kyselinami vzhledem k jeho naboji. Jako zastupci huminovych
kyselin byly vybrany standardy téchto latek poskytnuté od Mezinarodni spole¢nosti pro
huminové latky (IHSS), konkrétné se jednalo o huminové kyseliny (IHSS HK) izolované
z Leonarditu (1S104H). Jednim z dil¢ich cilu pfedlozené bakalatské prace bylo ovéfeni vlivu
karboxylovych funkénich kyselin na reaktivitu a bariérové schopnosti huminovych kyselin.
Z tohoto diivodu byly zminéné standardy modifikovany selektivni methylaci karboxylovych
skupin, které se jiz nadale nemohou podilet na interakci s tenzidy. Jiz z prvnich experimentt
byl patrny pokles koncentrace Septonexu v Case — tedy jeho prechod pres dialyzaéni
membranu za huminovymi kyselinami, coz svéd¢i o pozitivni afinit€¢ huminovych kyselin
viici Septonexu. Mira téchto interakci byla posuzovana skrze zdanlivy parametr interakci Sapp,
jehoz prostfednictvim byl ovéten predpoklad, ze IHSS HK reaguji se Septonexem vice nez
jejich methylovand forma MIHSS HK.
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Abstract

This bachelor thesis deals with the study of interactions between humic acids (HK), as the
main component of soil organic matter, and model pollutants in the form of surfactants
through unconventional and original combination of dialysis and diffusion techniques. Since
dialysis techniques are rarely used for the interaction of humic substances with surfactants
study, it was necessary to optimize methods for determining of ionic surfactants (cationic
Septonex and anionic sodium dodecylsulfate were selected as representatives) prior to
begining of own experiments, using a method based on the color ion pair creation between
a surfactant and a counter-charged dye, followed by this pair extraction into an organic
solvent. Diffusion cell dialysis experiments were performed with cationic surfactant
Septonex, which was expected to interact positively with humic acids relative to its charge.
As humic acids representatives, the standards of these substances provided by the
International Society for Humic Substances (IHSS) were selected, namely humic acids (IHSS
HK) isolated from Leonardite (1S104H). One of this bachelor thesis aims was to verify the
effect of carboxylic functional acids on reactivity and barrier abilities of humic acids. For this
reason, these standards have been modified by the selective methylation of carboxyl groups
which no longer participate in the interaction with surfactants. Already from the first
experiments there was a noticeable decrease in the concentration of Septonex over time — it
means its transition through the dialysis membrane to humic acids, which indicates a positive
affinity of humic acids to Septonex. The extent of these interactions was assessed through the
apparent interactions parameter dapp through which the assumption that IHSS HK reacted
with Septonex more than their methylated form of MIHSS HK was verified.

Keywords
transport processes, diffusion cells and chambers, interaction, humic acids, surfactants
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1 UvOD

Jiz od pradévna se vyuzivd blahodarnych G¢inkti huminovych latek ve formé raselinovych
zabalt ¢i koupeli k 1é¢bé pohybového aparatu. Hojné jsou huminové latky vyuzivany
I v zeméd¢lstvi jako soucast hnojiv, kde zvySuji Grodnost piidy a podporuji transport mineralt
do rostlin.

V soucasné dob¢ velmi rozsiteného pouzivani tenzidi (povrchové aktivnich latek), nejen
v zem&d¢€lstvi, je jejich naslednad pritomnost ve vodach a pudé znacné Skodliva a ukol
eliminovat tenzidy z nich naléhavy. Zde mohou zastat huminové latky vyznamnou roli, nebot’
se nabizi vyuzit jejich sorp¢nich akomplexacnich vlastnosti pii ¢isténi odpadnich vod
I kontaminované pudy a odstranovani tézkych kovi z nich.

V posledni dobé se aktivity vyzkumu zaméfuji na porozuméni interakci huminovych latek
s polutanty v pud¢ a vodé, kde se ony ptirozené vyskytuji. VSe je smérovano k piirozenému
feSeni zminéného problému.

Vysledky studia tenzidu a jejich chovani ve vztahu k huminovym latkam lze povazovat i za
modelovy ptiklad pouzitelny v budoucnu, jak nakladat s nezadoucim nahromadénim 1é¢iv
v odpadnich vodach, ptipadné i v pade¢.

V této praci se budeme snazit vice porozumét interakcim mezi huminovymi kyselinami
a tenzidy prosttednictvim dialyzaénich a difuznich experimenta.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika huminovych latek

Huminové latky jsou pfirodni organické latky prevazné cyklického charakteru. Vyskytuji
se od jednotek procent v pudé, pies dvacet az tficet procent v lignitu a hnédém uhli, az
k nejbohatsimu osmdesatiprocentnimu zastoupeni V raselin€. Proces s faktory jeji postupné
pfemény v uhli ukazuje Obrazek 1 [1, 2, 3].

teplota

raselina

hnédé uhli c¢erné uhli §§

Obrazek 1. Schéma postupné premeény raseliny v uhli [1]

Huminové latky vznikaji tlenim (rozkladem), ptedevsim rostlinnych t&l, a syntetickou
¢innosti mikroorganismu; zbytek se mineralizuje. Takto vznikly humus se hromadi v pudé,
raSeliniStich a dnovych sedimentech. Pti kontaktu s vodou do ni uvoliiuje své rozpustné ¢asti
— tedy huminové kyseliny a fulvokyseliny. Pti rozkladnych procesech se nejprve tvoii ve vodé
¢astecné rozpustné tmavohnédé az Sedé huminové kyseliny (rozpustné ve vodé pii pH > 2,
Vv kyselejSim prostiedi se sraZzeji) a Zluté az zlutohnédé fulvokyseliny (rozpustné ve vodé
nezavisle na hodnoté pH) a nakonec nerozpustné ¢erné huminy. Chemické vlastnosti vSech
téchto podskupin jsou uvedeny v Tabulce 1 [2, 3].

Tabulka 1: Chemické viastnosti huminovych latek [1]

Parametr Fulvokyseliny Huminové kiselini Humini
zbarveni |
obsah uhliku [hm.%] 45 55 > 60
obsah kysliku [hm.%] 48 37 -
obsah dusiku [hm.%] 1,2 2 -
sorpce zivin vysoka vysoka nizka

zvySovani molekulové hmotnosti
snizovani stupné€ rozpustnosti
snizovani vyménné kyselosti
naruast obsahu uhliku
pokles obsahu kysliku




2.2 Struktura a reaktivita huminovych latek

Huminové latky jsou slouceniny se slozitou strukturou. V minulosti se povazovaly za
vysokomolekularni latky. V soucasné dob¢ vSak spisSe pfevazuje nazor, ze huminové kyseliny
jsou supramolekuly spojené Van der Waalsovymi silami, vodikovymi mistky ¢i n-n
interakcemi [4]. Udaje o jejich molekulové hmotnosti se tak dosti li§i. ZaleZi totiz na zptisobu
jejiho stanoveni: od asi 200 g-mol'1 az do 300 kg-mol’l.

Patii do skupiny polyfenolti a aromatickych polykarboxylovych kyselin. V jejich centru
lezi predevsim aromatické jadro obsahujici dusikaté a kyslikaté heterocykly s bo¢nimi
alifatickymi fetézci. Na jadfe 1 na bocnich fetézcich jsou navazany hydrofilni 1 hydrofobni
skupiny, coz hraje vyznamnou roli pfiutvafeni micelarnich ttvart. Huminové latky tak
mohou pfilnout na povrch nékterych ¢astic a ovlivnit jejich srazeni nebo rozpustnost. Vedle
aromatickych jader huminové latky obsahuji i chinoidni struktury, které spole¢né
s hydroxyskupinami jsou pfi¢inou jejich oxida¢né-redukénich vlastnosti. Mohou obsahovat
hydroxylové a zejména fenolové, které spoleéné s alkoholickymi vedou ke kyselosti,
komplexa¢nim a sorpénim vlastnostem huminovych latek a k jejich polarnimu charakteru (viz
pH = 3,55 az 4,14 raselinist’ z okoli Slavkovského lesa). Schopnost tvorby komplext a z toho
plynouci sorpce nejen kationtd t&zkych kovi (napiiklad: Pb?*, Cd**, Mn®*, Hg?") z vod
I z lidského téla je jejich obzvlast cenénou vlastnosti. Shrnuti a zastoupeni nejdilezitéjsich
funkénich skupin v huminovych kyselinach a fulvokyselinach udava Tabulka 2 [2, 4, 5].

Tabulka 2: Zastoupeni funkcnich skupin v huminovych latkach [2]

., . Huminové kyseliny Fulvokyseliny

Funkéni skupina 4 4
[mmol-g~] [mmol-g]

—COOH 4,4 2,1

—OH 33 3.9

—OH (-R) 1,9 4,0

-C=0 1,2 1,4

—O-—CHj, 0,3 0,4

Jiz zminénou vlastnosti huminovych latek je jejich rozpustnost ve vod¢. Fulvokyseliny
na rozdil od huminovych kyselin ve vod¢ pievazuji. Fulvokyseliny obsahuji vice kysliku, coz
(spole¢né s karboxylovymi a hydroxylovymi skupinami) zpisobuje jejich vétsi Kyselost
a rozpustnost.

Obtizné je otazka strukturniho vzorce huminovych latek. Nejde ji v podstaté presne
definovat: podil zastoupeni huminovych kyselin a fulvokyselin se v riznych vzorcich lisi,
rozhodujici je misto odbéru vzorku a tim i mozné pfimési mnoha ,,cizich“ latek, doba tleni
a mnozstvi dalSich faktort. Proto se setkdvame spiSe se vztahovanim vlastnosti huminovych
latek na hmotnost ¢i na molarni procenta organického uhliku v nich obsazZenych, nikoli na
hmotnost celkovou.

Z dnesnich poznatkd a jiz zminéného rozmanitého obsahu funk¢nich skupin v huminovych
latkach vyplyva, Ze pfi jejich interakci s cizorodymi latkami (jako jsou naptiklad tézké kovy,

Mrve
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iontoméni¢ovym charakterem huminovych latek, koordinacni vazba vzniké diky pfitomnosti
karboxylovych a fenolickych skupin a kovalentni vazbou se kontaminanty stabilné navazou
do struktury huminovych latek. Jiné funkéni skupiny jsou zodpovédné za moznost vzniku
vodikovych mustkt. Pro pfedstavu je jeden z moznych modeltt huminovych kyselin uveden
na Obrazku 2 [2, 6].

dusik

~ uhlik

‘ kyslik

(- vodik
sira

& ok
Obrazek 2: Model huminové kyseliny jako supramolekuly podle Piccola [4]

2.3 Predpokladané vazebné moZnosti huminovych kyselin

Dle informaci z kapitoly 2.2 lze ptedpokladat né€kolik zékladnich typt vazebnych moznosti
huminovych kyselin. Velkou roli hraji iontové vyménné vlastnosti a jejich vyuziti coby
sorbentll pii CiSténi odpadnich vod s naslednym odstranovanim tézkych kovl. lontové
vyménné vlastnosti oxihumolitd (typ mladého mékkého uhli s vysokym obsahem snadno
extrahovatelnych huminovych kyselin) 1ze vylepsit naptiklad oxidaci vzduSnym kyslikem za
tepla a promytim mineralnimi kyselinami, ¢imz se odblokuji funkéni skupiny obsazené
pievazné ionty Na*, K*, Ca?*, Mg”" atd., a sulfonaci, ktera vede ke zvyseni vyménné kapacity.
Predc¢isténi vybranou kyselinou vede k vyssi selektivité sorpce nékterych kovovych ionti.
Tyto latky jsou navic schopné hydrofobnich interakci s riznymi hydrofobnimi
a amfipatickymi latkami, diky kterym kontaminanty ztraceji svoji G¢innost; timto zptisobem
jdou vyrazné zlepSit podminky mikrobidlni degradace. Nasledujici vycet vazeb je
predpokladan pro huminové kyseliny s cizorodymi latkami nachazejicimi se v zeminé [7].

2.3.1 Iontova vazba

Iontova vazba se uplatiiuje pisobenim elektrostatickych sil mezi naboji funkénich skupin
huminovych kyselin a mezi ionty pfitomnymi v roztoku. Proto 1ze o huminovych kyselinach
hovofit jako o ménicich iontd. Vznik elektrostatické vazby u huminovych kyselin je mozny
s alkalickymi kovy a amoniakem [8].

10



2.3.2 Koordinaéni vazba

vvvvvv

interakce huminovych kyselin. Koordina¢ni vazba vznikd mezi makromolekuldrnimi
matricemi huminovych kyselin a ionty vazebné schopnych kovi. Potencial ke vzniku
koordina¢ni vazby je dan pfedev§sim hojnym podilem karboxylovych a fenolickych skupin
ve struktufe huminovych kyselin. Vyznamnym faktorem je i vliv pH spojeny s mirou
disociace téchto funkcnich skupin. Pfi slabé kyselém prostfedi urCuji vazbu karboxylové
skupiny a s rostoucim pH nad 7 se diky disociaci protonu fenolického hydroxidu piidavaji
i tyto funkéni skupiny. Obecné stabilita vznikajicich komplext roste spole¢né s pH, a to
pfedevsim u iontd typu Cu?* tvoficich silné karboxylat-fenolické komplexy [9].

2.3.3 Kovalentni vazba

Vlivem kovalentni vazby muze dojit k trvalé fixaci kontaminantd do struktur huminovych
kyselin. Piikladem z praxe je pfipoutani anthracenu kovalentni vazbou na huminové kyseliny
ze zeminy zneCiSténé polyaromatickymi uhlovodiky. Pokud by proces vedouci ke vzniku
kovalentni vazby byl reversibilni, dalo by se uvazovat o regeneraci huminovych kyselin.
V ptipad€ ireversibilniho vzniku vazby by napiiklad bylo mozné odstranit polutant ze sité
huminovych kyselin biologickym zptisobem, coz je zatim stale otazkou vyzkumu [10, 11, 12].

2.3.4 Vodikové miistky

Vznik vodikové vazby lze predpokladat na zaklad¢ pritomnosti nékterych funkénich skupin
(jako amidova ¢i nitrilova). I pies to, ze jsou tyto vazby pomérné slabé, se mohou vyznamné
podilet na vazebnych schopnostech huminovych kyselin S kontaminanty. Zastoupeni
vodikovych miustkt jiz bylo prokazano naptiklad pro iminoskupiny pfitomné v molekulach
herbicidi [13].

2.3.5 Hydrofobni interakce

Vznikaji pfi kontaktu nepolarnich (naptiklad alkylovych) skupin obsaZenych v molekulach
vodného roztoku huminovych kyselin diky pasobeni van der Walsovych sil ¢i pfesunu
n elektronll. Jednd se o nejCastéji uvazované reakce pii interakci huminovych kyselin
S hydrofobnimi a alifatickymi kontaminanty. Touto skute¢nosti bylo odivodnéno snizeni
toxicity insekticidu parathionu v pfitomnosti huminovych kyselin, ¢i imobilizace atrazinu
a hydroxyatrazinu [13, 14].

2.4 Vliv funkénich skupin na reaktivitu huminovych kyselin

Jak uz bylo zminéno v Kkapitole 2.2, zfejmé mezi nejdulezitéjsi a nejvice zastoupené funkéni
skupiny v huminovych kyselinach patfi skupiny karboxylové a hydroxylové, zejména pak
fenolové. Proto lze usuzovat, Ze ptevazny vliv na reaktivitu budou mit prave ony.

Za celem zlepSeni kvality pitné vody byla sledovéna interakce funkénich skupin ptirodni
organické hmoty (NOM = natural organic matter) s hydroxidem hlinitym. Pravé zminéna
NOM ve vodovodnich systémech zptsobovala vznik nezadoucich vedlejSich produktt
dezinfekce. Predpokladanym hlavnim mechanismem pro jeji odstranéni v procesu zvysené
koagulace za pouziti hliniku nebo zelezité soli jako koagulantu je adsorpce na povrch

11



hydroxidovych vloc¢ek. Dosavadni vyzkum ukazal, Ze organické slouceniny s alespoit dvéma
funk¢énimi skupinami (COOH nebo OH) v poloze ortho jsou pfednostné odstranény adsorpci
na povrch vlocek. Pro vétsi pochopeni tohoto mechanismu byla namisto NOM zvolena
kyselina dihydroxybenzoova a pozorovana jeji reakce s fadou aromatickych karboxylovych
kyselin, jejichz funk¢ni skupiny jsou typické pro huminové kyseliny. Diky infracervené
spektroskopii se dospélo k zavéru, ze zasadité pH a OH skupiny v poloze ortho jsou
skupiny v jiném rozmisténi ptevazoval vliv skupin karboxylovych. Z této studie vyplynulo, Zze
fenolické skupiny mohou mit vyznamnéjsi vliv na chemickou adsorpci NOM nez skupiny
karboxylové [15].

Pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci se téz zkoumala interakce
karboxylovych skupin huminovych kyselin sionty Hg”. Jednoduchym modelem
zastupujicim funk¢éni skupiny huminovych kyselin byla kyselina benzoova, respektive
kyselina salicylova. Ze studie vyplynulo, ze COOH skupiny huminovych kyselin ve formé
soli interaguji s Hg?" odli§nym zpisobem, nez ve formé kyselé. Roli tu hraje piima vyména
mezi Na* a Ca” ionty a Hg*, kde v kyselé formé je tato reakce sniZena. Studie ukazala
pokles absorbance vibracnich COOH past s narGstem koncentrace iontl Hg2+, zatimco
soucasng narustaly vibra¢ni pasy COO". Stejné vysledky byly dosazeny pti zménach pH. Tato
studie tedy poukazuje na fakt, Ze huminové kyseliny reaguji odlisné v zavislosti na jejich
chemickém a strukturnim stavu [16].

Huminové kyseliny té usnadiiuji vy3§i difuzi Fe** skrze vrstvy pdy, coz ovliviiuje vyssi
vynos plodin. Proto se vyuZzivaji jako soucast hnojiv. Z tohoto divodu se zkoumala jejich
komplexace s ionty Fe** pii rizném pH. Vysledky ukézaly, Ze karboxylové a fenolické
hydroxylové skupiny byly dostupné jako vazebna mista pro Fe** [17].

Také byly pozorovany interakce karboxylovych skupin huminovych kyselin s ionty Cd?".
Vliv karboxylovych skupin na interakci s kationty kadmia se zkoumal jejich selektivnim
blokovanim thionylchloridem a methanolem, kde rozdily mezi komplexacnimi vlastnostmi
huminovych kyselin se pfifazovaly pravé karboxylovym skupindm. Infracervena
spektroskopicka analyza a potenciometricka titrace potvrdily, ze ionty Cd* se prednostné
vazaly na nemodifikované huminové kyseliny, které mély oproti tém modifikovanym i vétsi
stabilitu. Tato studie se prokazala, Ze karboxylové skupiny se zde vyrazné ucastnily na reakci
[18].

Dulezitost ostatnich funk¢nich skupin huminovych kyselin se potvrdila pfi sledovani role
karboxylovych skupin béhem interakci s nabitymi organickymi latkami. Zajimavy byl fakt,
ze v piipadé téchto reakci se uplatiiovaly plvodni i modifikované huminové kyseliny
relativné stejné€. Dospélo se k zavéru, Ze na samotné interakci se musely podilet 1 jiné funkéni
skupiny, ponévadz karboxylové funkéni skupiny pfispély k celkovému chemickému
potencialu mnohem méng, nez se pivodné oc¢ekavalo [19].

Mezi dalsi dalezité vazebné moznosti huminovych latek patfi jiz vySe zminéné hydrofobni
interakce. Vliv hydrofobnosti se studoval na elektroforetické pohyblivosti huminovych latek
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v piitomnosti hydrofobnich monovalentnich kationtéi — tetrafenylfosfonia (TPP"). Vysledky
ukazaly, Zze vSechny huminové latky S rtiznym obsahem aromatickych uhlikii vykazovaly
zménu izoelektrického bodu, ¢imz byla potvrzena silnd hydrofobni interakce zejména
u Leonarditové huminové kyseliny s TPP*. Také byla pozorovana tvorba velkych viditelnych
agregati viech huminovych latek a TPP™ pii niz§im pH [20].

Dale bylo pozorovano i koagulaéni chovani huminovych kyselin s ionty Cs*, Sr** a Eu**
pii riznych hodnotich pH. Dynamicky rozptyl svétla v kombinaci se spektroskopickou
analyzou prokazaly, ze ke koagulaci u trojvazného Eu®* dochazelo pii mnohem nizsi
koncentraci, neZ u dvojvazného Sr’* a jednovazného Cs*. Spektroskopickou analyzou byla
téze prokazéna jiz diive zminénd role karboxylovych a fenolovych skupin na komplexaci
mezi nuklidy a huminovymi kyselinami, coZ hralo roli v koagulaci. Ze studie molekularni
dynamiky vyplynulo, Ze ionty Sr** a Eu** zvySovaly koagulatni proces tvorbou
intramolekularnich nebo intermolekularnich mostd mezi negativné nabitymi molekulami
huminovych kyselin, zatimco u Cs* se vyskyt intermolekularnich mosti nepotvrdil [21].

Vjiné studii se zkoumal mechanismus stabilni disperze nanocastic TiO, (TNP)
S huminovymi kyselinami pfi riznych hodnotach pH. Vysledky ukézaly, ze stabilni disperze
TNP a huminovych kyselin pfi v§ech hodnotach pH lze dosdhnout pouze pomoci ultrazvuku.
Mechanismy podilejici se na disperzi TNP v huminovych kyselinach zahrnovaly
elektrostatickou odpudivost, sterickou bariéru a hydrofobni interakci. Bylo zjisténo,
ze elektrostatické odpuzovani je dominantnim mechanismem [22].

2.5 Povrchové aktivni latky — tenzidy

Jelikoz je cilem této prace studium interakce huminovych latek s povrchoveé aktivnimi
latkami, pro uceleny pohled na véc nasleduje vycet dulezitych vlastnosti tenzidi. Povrchové
aktivni latka (PAL), se vyznaCuje schopnosti snizovat povrchové napéti na fazovych
rozhranich. Tenzid je organicka sloucenina, pfirodniho ptivodu ¢i uméle ptipravena, schopna
se jiz pfi nizkych koncentracich hromadit na fizovém rozhrani, kde vyznamné snizuje
povrchové napéti. Snizeni povrchového napéti rozpoustédel usnadiiuje smaceni povrchu
a odstranovani necistot [23].

2.5.1 Struktura a vlastnosti tenzidu

Mezi nejpodstatnéjsi vlastnosti tenzidli patii jejich povrchova aktivita, kterd zptisobuje pénéni
vody za turbulentniho proudéni. Dalsi vlastnosti (jako je amfifilni struktura tenzidt) ovliviuji
sorpéni schopnost tenzidu, tedy schopnost hromadit se v Cistirenskych kalech a sedimentech,
a také jejich toxicitu [2].

Tenzidy jsou charakteristické tzv. amfifilni strukturou, coZ je podstata jejich povrchové
aktivity. Obsahuji ve své molekule hydrofilni a hydrofobni ¢ast. Pokud je rozpoustédlem
voda, pak je kni hydrofilni ¢ast pritahovana, naopak druhd hydrofobni c¢ast zaujima
uspofadani, které sni co nejvice omezuje kontakt. Hydrofilni Casti je nejcastéji polarni
skupina, a hydrofobni cast je cCasto tvofena uhlovodikovym zbytkem s linearni nebo
rozveétvenou strukturou (nejcastéji z dvanacti az osmnacti uhlikovych atomtl). Existuji takeé
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tenzidy obsahujici ve své molekule dvé hydrofilni a jednu hydrofobni ¢ast nebo jednu
hydrofilni skupinu mezi dvéma hydrofobnimi ¢astmi [23, 24].

Bohuzel je zavaznou vlastnosti, zejména kationaktivnich tenzidd, jejich toxicita. Pfi myti
ptichazi lidska pokozka do ptimého styku s tenzidem obsazenym v mydle €i V jinych isticich
prostiedcich. Po umyti tento tenzid ptechazi do odpadni vody. Zde ma zna¢né negativni vliv
na vodni organismy, protoze pii priniku do bunc¢k napadd biomembranu a poskozuje jeji
biologickou funkci. Lipidy v membrané obsahuji stejné jako tenzidy hydrofilni a hydrofobni
¢ast, ¢imz je umoznéna jejich vzajemna interakce vedouci ke zhrouceni molekularni struktury
biomembrany. Tenzidy usazené v pud¢ také znacné ovliviuji jeji kvalitu. Vedle vlastni
toxicity tenzidy zpusobuji také pénéni, které ma za nasledek sniZzeni koncentrace kysliku
ve vodeé [25].

2.5.2 Déleni tenzida

Nejcastéji jsou tenzidy Clenény podle charakteru hydrofilni slozky, respektive podle jeji
schopnosti disociovat na ionty. Podle tohoto kritéria se tenzidy klasifikuji na neionické
aionické, pii¢emz tyto se dale déli na anionické, kationické a amfoterni, viz Obrazek 3.
Ionické tenzidy obsahuji funk¢ni hydrofilni skupiny, které jsou schopny ve vodé¢ disociovat,
pficemz vzniklé ionty jsou nositeli povrchové aktivity. Neionické tenzidy nemaji naboj
a ve vodném prostiedi nedisociuji [23].

D T e Neionické

S,
®

Q/\Q/\/\/\N\ Amfoterni

Obrazek 3: Déleni tenzidii dle jejich hydrofilni casti [23]

Anionicke

Kationicke

2.5.3 Kationaktivni tenzidy

Kationické tenzidy obsahuji jednu ¢i vice funkénich skupin, které ve vodném roztoku
disociuji na povrchové aktivni kladné nabité organické ionty. Byvaji silné adsorbovany na
vétsSinu pevnych povrchil (plidy, skla tkanin a jinych latek), které maji obvykle zaporny naboj,
a udéluje jim hydrofobni charakter. Vyznam kationaktivnich tenzidl spoc¢iva piedev§im
Vv jejich germicidnich ucincich, diky ¢emuz jsou hojné aplikovany v lékatské praxi do
1é€ebnych masti a dezinfekénich piipravki jako antiseptika (Ajatin, Septonex, Septosan). Jsou
také znamy pro své antistatické a zmekc€ovaci Ucinky, z tohoto diivodu nachazeji uplatnéni
Vv textilnim primyslu jako soucast avivaznich prostfedkli. Nevyhodou kationaktivnich tenzid
je jejich horsi biologicka rozlozitelnost a také vyssi cena oproti tenzidim anionaktivnim [23].

Z kationaktivnich tenzidd maji nejvétsi vyznam kvartérni amoniové a pyridinové soli
(chloridy, bromidy nebo methosulfaty), majici v molekule alespon jeden dlouhy hydrofobni
fetézec. U kvartérni amoniovych soli ma uhlovodikovy fetézec dvanact az osmnact uhlikd,
zbyvajici tii fetézce jsou bud’ methylované nebo ethylové skupiny. Protiontem byva obvykle
halogenidovy aniont. NejzndméjSim zastupcem této skupiny je hexadecyltrimethylamonium
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bromid, neboli CTAB (CisH33(CH3)N'Br) a hexadecyltrimethylamonium chlorid, neboli
CTAC (CysH33(CH3)N'CI) [23, 26].

Struktura vybraného kationaktivniho tenzidu (Septonex)

Jako modelovy zastupce kationaktivnich tenzidi pro tuto praci byl vybran Septonex, neboli
N-(a-karbethoxypentadecyl)trimethyl ammonium bromid, jenz nejlépe vyhovoval pro
optimalizaci metody ke stanoveni koncentrace kationaktivnich tenzida s disulfinovou modii,
viz kapitola 4.4. V minulosti jiz byl Septonex pouzit pro experimentalni ucely s huminovymi
kyselinami (na pracovisti fakulty chemické v Brn¢ se studovaly interakce Septonexu
s polysacharidy). Neni toxicky a byl vyhovujici diky své dostupnosti a molekulové hmotnosti,
ktera je dulezitd z hlediska prichodu pies dialyzacni membranu v experimentech této prace.
Strukturu Septonexu znazoriuje Obrazek 4 [27].

H3C—(CH3)12 CHs
Ccoo
H3C\\ S - septonex
N.Br
/" CH,
HLC

Obrdzek 4: N-(a-karbethoxypentadecyl)trimethyl ammonium bromid [27]

2.5.4 Anionaktivni tenzidy

Tyto tenzidy ve vodném prostiedi disociuji na zaporné nabity organicky anion, ktery je
nositelem povrchové aktivity a neaktivni kation. Anionaktivni tenzidy patii stidle mezi
nejrozsitenéjsi latky s nejucinnéjSimi detergenénimi vlastnostmi. Nejvyssi aktivitu vykazuji
v mirn¢ alkalickém prostiedi, v kyselém jsou obecné nestalé [23].

Ziejme nejstarsi skupinu tvoii soli karboxylovych kyselin (mydla). Obecné mezi jejich
hlavni vyhody patfi snadna biologicka odbouratelnost a nizka toxicita. V prostredi tvrdé vody
jsou nestalé a v kyselém prostredi nefunkéni — v ném jsou tvofeny madlo disociovanymi
a malo rozpustnymi Kyselinami.

Mezi dalsi didlezitou skupinu patii alkylsulfaty, neboli alkylsirany. Ty se vyznacuji
vysokou povrchovou aktivitou i v kyselém prostiedi. Pokud tyto latky navic obsahuji linearni
alkyly, jsou pomérné dobfie biologicky rozlozitelné. Sodné soli alkylsulfatii se pouzivaji jako
praci prosttedky a zmékc¢ovadla [23].

Struktura vybraného anionaktivniho tenzidu (SDS)
Jako modelovy zastupce anionaktivnich tenzidl pro tuto praci byl zvolen dodecylsiran sodny,
neboli SDS, jenz nejlépe vyhovoval pro optimalizaci metody ke stanoveni koncentrace

anionaktivnich tenzidi s methylenovou modii, viz kapitola 4.5. Strukturu SDS znazoriuje
Obrazek 5 [23].
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Obrdzek 5: Dodecylsiran sodny [23]

2.6 Difaze

Pfirozenou vlastnosti latek je, ze difunduji — tedy, pokud se jejich ¢astice mohou pohybovat,
tak se rozptyluji do celého dosazitelného prostoru apostupné ve vsSech jeho Ccastech
vyrovnavaji svoji koncentraci. Podstatou difize je neuspofadany tepelny pohyb (Browniv
pohyb) ¢astic latky, ktery umoznuje docilit jeji nejvyssi moznou miru entropie. Béhem difuze
se energie nespotiebovava, je to d¢&j spontanni, nevratny a tepelné aktivovany. Tento jev
zachycuje Obrazek 6 [28, 29].
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Obrdzek 6: Difiize [28, 29]

Rychlost $iteni ¢astic je vedle teploty ovlivnéna velikosti ¢astic i vlastnostmi prostiedi.
Matematicky popisuji diftzi Fickovy zakony, popisujici vztah mezi koncentracnim
gradientem a mnozstvim prodifundované latky a také i zménu koncentraniho gradientu
s ¢asem u nestacionarni difaze [30].

1. Fickiiv zakon popisuje smér a hustotu difizniho toku Jar_ jedna se o vektorovou veli¢inu
a je definovany jako latkové mnozstvi difundujici slozky i, které za jednotku Casu projde
jednotkovou plochou kolmou ke sméru difiize, umérnou koncentra¢nimu gradientu. Tuto
zavislost popisuje rovnice (1) [30]:
dif _ de;

] i =-D- a (1)
D je difuzni koeficient, zavisejici na vlastnostech difundujicich ¢astic a prostiedi.
Koncentra¢ni gradient dci/dx vyjadiuje zménu koncentrace difundujici slozky i se vzdalenosti
(v 0se x) — v libovolném bod¢ se pfi stacionarni difuzi neméni s ¢asem.

2. Fickliv zakon popisuje nestacionarni difuzi, pfi niz se koncentracni gradient s Casem méni
a difuzni tok se méni s polohou, jak popisuji rovnice (2) a (3) [30]:

dj __da )
dx dt

dCi dZCl'

L p. 3

dt dx? ®)
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V koloidnich systémech je difuze fddové pomalejsi nez Vv analytickych disperzich, klesa
s rostouci velikosti Castice a roste se stoupajici teplotou. Praktické vyuziti diftize v této praci
bude zminéno Vv kapitole 4.3 experimentalni ¢asti v souvislosti s difuznimi celami [30].

2.7 Dialyza

Spadd do separacnich membranovych procest, jejichz hnaci silou je rozdil chemickych
potenciall. Vyuziva pfirozenych ¢i umélych semipermeabilnich membréan, které dovoluji
volny prostup malym molekulam (zde tenzidy), zatimco velké molekuly (zde huminové
kyseliny) skrze tuto membranu neprojdou. Malé molekuly difunduji, dokud se nevyrovna
jejich koncentrace na obou strandch membrany. Systém se tak dostane do ustalené¢ho stavu,
kdy molekuly pfes membranu pozorovatelné neprostupuji, tedy rychlost difize obéma sméry
je shodna. Pro urychleni procesu dialyzy musi byt po celou jeji dobu udrZzen dostatecny
koncentra¢ni spad. Bud’ pouzitim velkého mnozstvi dialyzacniho roztoku, nebo jeho castou
vyménou. Rychlost dialyzy je také zavisla na ploSe dialyza¢ni membrany: ¢im vétsi je plocha,
tim rychleji mohou malé molekuly projit skrze ni.

Charakteristickym parametrem kazdé membrany je tzv. cut-off hodnota (MWCO =
molecular weight cut-off), coz je limitni velikost molekul, které je membrana schopna
propustit. Vétsi molekuly by mély byt membranou zadrzeny. Misto ,,cut-off hodnoty
membrany* se Casto pouziva ekvivalentniho pojmu ,velikost pori membrany* a oboji
se udava v Daltonech (Da), napt. 0,5 kDa.

Dulezitym piikladem vyuziti dialyzy v praxi je hemodialyza, tedy metoda v klinické
mediciné uzivana pro CiSténi krve pii Spatné funkci, respektive selhani ledvin. V oblasti
chemie je dialyza vyuzivana i pfi pfeciStovani biopolymerti od nizkomolekularnich iontd.
Velikost iontli, které se maji z roztoku biopolymeri odstranit, regulujeme pravé pomoci
zminéného parametru membrany tzv. hodnoty cut-off (MWCO) [31].

2.8 Zdanliva rovnovazna konstanta K,

V ptipadé, ze mame k dispozici dvé komory oddélené semipermeabilni membranou (u nas
dvé stejné difuzni komory oddélené vhodnou dialyza¢ni membranou, tzv. diftzni celu), jednu
se supramolekulami (v nasem ptipadé¢ s roztokem huminovych kyselin, tzv. ptijimaci komoru)
a druhou s membranovym permeantem (v naSem piipadé s roztokem kationaktivniho tenzidu
Septonexu, tzv. zdrojovou komoru), dochazi dle pfedpokladt k nasledujici situaci, zachycené
na Obrazku 7:

e 9 ¢ ° e
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situace na pocétku experimentu situace po dosazeni rovnovahy - ustaleny stav

Obrazek 1: Schéma interakce v difiizni cele (HK zndzornény cervenohnéde, Septonex modie)
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Membranovy permeant se §ifi pies semipermeabilni membranu ze zdrojové komory do
pfijimaci komory, protoZze diky malé velikosti svych molekul neni membranou v pohybu nijak
omezen.

Pokud by difundujici Septonex V piijimaci komoie nebyl ovlivnén (neinteragoval by s)
huminovymi kyselinami (HK), doslo by po ¢ase pouze k vyrovnani jeho koncentrace v obou
komorach, nic vic, protoze pFitomné supramolekuly huminovych kyselin jsou na pruchod
membranou pfilis§ velké a zlistavaji v ptivodni komote.

Pii realné probihajici interakci (jedna se tedy o difazi s chemickou reakeci) mezi
huminovymi Kkyselinami (HK) a Septonexem, kdy supramolekuly huminovych kyselin
vazou na sebe ¢ast molekul permenantu (Septonexu), dochazi v obou celach k vyrovnavani
koncentraci pouze volného permeantu. V okamziku dosaZeni rovnovazného stavu bude

mnozZstvi permeantu v komoie na strané supramolekul vyssi o permeant vazany. Tento
rozdil 1ze vyuzit pro stanoveni rovnovaznych a vazebnych konstant.

Z prave popsaného lze vychazet pii stanoveni zdanlivé rovnovazné konstanty Kspp, kterd
udava miru interakci — v naSem ptipadé mezi huminovymi kyselinami a Septonexem skrze
pomér koncentrace tenzidu vazaného na huminové kyseliny vié¢i koncentraci volného tenzidu
v komorach pro systém v rovnovaze. Plati tedy rovnice (4):

[tenzid vazany]

(4)

K. =
PP [tenzid volny]

Pokud konstanta K, nabyva hodnoty vyssi nez 1, indikuje posun rovnovahy sorpénich
procest smérem k produktim. Naopak hodnoty niz§i nez 1 naznacuji slabsi tendenci
Septonexu a huminovych kyselin interagovat, tedy posun rovnovéhy sorp¢nich procest
smérem k vychozim latkam. Pii Ky = 0 K interakcim nedochazi.

Pro konstantu se uziva oznaceni ,,zdanliva®, jelikoz zavisi jen na molarnich koncentracich
tenzidu a neuvaZzuje vliv koncentrace vazebnych skupin huminovych kyselin na posun
interakéni rovnovahy.

K odvozeni pouzitelného vztahu pro stanoveni konstanty K, je tieba vydefinovat
podminky jeho platnosti:

Protoze objem roztok je stejny a neménny v obou uzitych komorach (tedy ve zdrojové
se Septonexem i pfijimaci S huminovymi kyselinami) a zvolena membrana tenzid nesorbuje,
plati, ze vychozi koncentrace tenzidu c, na pocatku experimentu je dana souctem tii
ptispévku — viz rovnice (5), ktera plati po celou dobu diftizniho procesu:

Co = Cyizanina HK + Cyolns, zdroj. komora + Cvolna, piij. komora (5)
Co je koncentrace tenzidu ve zdrojové komote na pocatku experimentu,
Coazani na HK je koncentrace tenzidu navazaného na huminové kyseliny (HK),

Cyolna, zdroj. komora J€ KONCENtrace volného tenzidu ve zdrojové komote,
Cyolns, prij. komora  J€ KONCENtrace volného tenzidu v piijimaci komote.

Nasi snahou je ur€it vdzanou koncentraci tenzidu Cpi,qnana k. Kterou vyjadiime
z ptedchozi rovnice (5). Tim dojdeme k rovnici (6):
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Cyazanana HK = Co — Cyolna, zdroj. komora — Cvolnai, piij. komora (6)
Ve stavu rovnovahy plati vztah (7):
Cvolné, zdroj. komora = Cvolnei, piij. komora (7)
Jeho vyuzitim se rovnice (6) zméni na rovnici (8):
Cvazanana HK — Co — 2- Cvolna, zdroj. komora (8)
Defini¢ni vztah (4) pro zdanlivou rovnovéaznou konstantu Kgp, tim ziska tvar rovnice (9):

_Co — 2- Cvolna, zdroj. komora
Kapp - (9)

Cvolina, zdroj. komora

Po tGpravé dostaneme jeji kone¢nou podobu, viz rovnice (10):

Co
Kapp = -2 (10)

Cyolns, zdroj. komora

2.9 Zdanlivy parametr interakci 8,

Jelikoz v difuzni cele s huminovymi kyselinami a Septonexem nebylo dosaZeno rovnovahy
ani po dlouhych 144 hodinach, pro hodnoceni vysledki experimentu nemuze byt pouzita
zdanliva rovnovazna konstanta Kipp. V tomto piipad€ slouzi ke stejnému ucelu zdanlivy
parametr interakci &,pp.

Veskery prodifundovany tenzid se v uvedené nerovnovazné fazi diftzniho déje diky své
afinit¢ k huminovym kyselindm nachézi ve formé vazané na huminové kyseliny. Vychozi
koncentrace tenzidu c, se v tomto piipadé sklada pouze ze dvou piispévkl a z obecné rovnice
(5) se tak dostaneme k rovnici (11). Z ni Gpravou k rovnici (12):

Co = Cyazanina HK + Cvolné, zdroj. komora (11)

Cyazanana HK = Co — Cvolné, zdroj. komora (12)

Vysledny vztah pro zdanlivy parametr interakei 8app, jez dava do poméru koncentrace
tenzidu vazaného a volného v nerovnovazném stavu difuze pak dostava podobu rovnice (13):
Co — Cvolné, zdroj. komora

Sapp = (13)

Cvolné, zdroj. komora

Po upravé dostaneme jeho kone¢nou podobu, viz rovnice (14):

Co
Sapp = -1 (14)

Cvolné, zdroj. komora
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Mozné metody pro stanoveni tenzidi

Cilem této prace je blize prozkoumat interakce huminovych latek s povrchové aktivnimi
latkami — tenzidy. Proto nasleduje vycet moznych pfistupi ke stanoveni tenzidi, vcetné
vyhod inevyhod téchto pfistupl. Metody vybrané pro optimalizaci kationaktivnich (zde
Septonex) a anionaktivnich tenzidi (zde SDS) jsou popsany v experimentalni Casti,
v kapitolach 4.4 a 4.5.

Stanoveni tenzidll ve vodach se ¢asto provadi skupinovym stanovenim vS$ech druhti tenzida
a vysledky se uvadgji jako hmotnostni koncentrace zvoleného standardu v mg-1™, vysledky
jsou vsak zavislé na zvoleném standardu. Jednotlivé tenzidy totiz vykazuji riznou citlivost
k danému cinidlu. Nejcastéjsi metodou pro stanoveni vSech skupin tenzidd je metoda
spektrofotometrickd, zalozena na tvorbé barevného komplexu mezi tenzidem a opacné
nabitym barvivem a jeho néasledna extrakce do organického rozpoustédla. Intenzita zbarveni
organického extraktu je pfi tom zavisla na mnozstvi tenzidu v roztoku [32].

3.1.1 Fotometrické metody

Casto je pii stanovenich vyuzivan zptsob, kdy se analyzované latky (zde &iry roztok tenzidu)
po pifidavku vhodného c¢inidla (opacné nabit¢ho nez dany ionicky tenzid) pfevedou na
barevny elektroneutralni komplex, ktery jde vytfepat do organického rozpoustédla
a fotometricky stanovit. Fotometrické stanoveni je vhodné pfedevsim pro ionické tenzidy. Pro
s tetrathiokyanatokobaltnatanem amonnym), jelikoz jejich hydrofilni ¢ast molekuly
je vyborné rozpustna ve vodé [23].

Stanoveni aniontovych tenzidit methylenovou modii — rozhod¢i metoda

Rozhod¢i metoda patii mezi nejdéle pouzivané. Jejim principem je reakce aniontového
tenzidu s methylenovou modii (kationické barvivo) za tvorby modie zbarveného iontového
paru extrahovatelného do trichlormethanu (neboli chloroformu). Sulfatované a sulfonované
aniontové tenzidy (napiiklad SDS) tvoii s kationtovym barvivem ve vodném prostiedi
iontovy asocial s pomérem molekul 1:1. Zakladem pro fotometrické stanoveni je stalost
barevného modrého komplexu a jeho snadna extrahovatelnost do organického rozpoustédla.
Absorbance se méfi pti 650 nm na spektrofotometru [33].

Stanoveni kationtovych tenzidii s bromfenolovou modii

Metoda je =zaloZzena na tvorbé barevnych iontovych pard s aniontovym barvivem
(bromfenolovou modii). Pfi vyskytu aniontovych tenzidl spole¢né s kationtovymi je nejprve
tteba izolovat kationtové tenzidy ze vzorku (k separaci se vyuzivaji ménice iontl), aby bylo
mozné stanovit kationtové tenzidy spektrofotometricky. Kationtové tenzidy tvofi v kyselém
vodném prostfedi barevny iontovy par s aniontovym barvivem bromfenolovou modii. Tento
zluté zbarveny komplex je snadno extrahovatelny do trichlormethanu, zatimco nezreagované
barvivo ziistava rozpuSt€éno ve vodném roztoku. Intenzita zbarveni trichlormethanového
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extraktu je pfimo Umeérnd koncentraci stanovovaného kationtového tenzidu. Absorbance
se mé&fi na spektrofotometru pii 416 nm proti trichlormethanu [32, 34].

Stanoveni kationtovych tenzidi s disulfinovou modri

Metoda odpovidad stanoveni bromfenolovou modfi s pouzitim disulfinové modie jako
standardu. Kationtové tenzidy tvoii s disulfinovou modii modfe zbarveny komplex méfitelny
pii vinové délce 625 nm. Oproti stanoveni tenzidi s bromfenolovou modii je tato metoda Iépe
reprodukovatelnd a ma vétsi citlivost. Ve srovnani s vySe uvedenymi metodami ma tato
technika vétsi koncentracni rozsah tenzidu, ktery Ize stanovit. BohuZzel je také vice citliva na
rusivé vlivy kationtovych tenzidu [32, 34].

Stanoveni neiontovych tenzidu s tetrathiokyanatokobaltnatanem amonnym

Metoda zalozend na tvorbé barevného komplexu tenzidu s barvivem. Neiontové tenzidy
se v pfitomnosti thiokyanatanu amonného a dusi¢nanu kobaltnatého srazeji se vzniklym
anionem [Co(CNS),]* za vzniku modrého komplexu, ktery je snadno extrahovatelny do
organického rozpoustédla. Po rozpusténi barevného komplexu tenzid-rozpoustédlo je méfena
jeho absorbance pii vhodné vinové délce (1,2-dichlorethan 620 nm, UV 318 nm — mensi
citlivost) [23].

3.1.2 Skupinové metody stanoveni
Nejcastéji se vyuzivaji pro analyzu neiontogennich tenzida (pokud je pocet ethoxylovych
jednotek mensi nez tfi, metoda stanoveni neni citlivd). Tyto metody jsou zalozeny na reakci
polyethylenoxidového fetézce tenzidi (¢im vétsi pocet jednotek v fetézei, tim veEtsi citlivost
stanoveni). V fetézci etherové vazané atomy kysliku reaguji jako polyoxoniové slouceniny,
jez maji za danych podminek zéasadity charakter. Pti reakci dochazi k protonaci atomu kysliku
ve vazbé -CH2-O-CH2- a vytvoii se oxoniova sil, kterd podléhd nukleofilni substituci za
vzniku komplexni slouceniny s vhodnym anionem. Tvorba polyoxoniové struktury je
podminéna piitomnosti elektrolytu a volné kyseliny v roztoku, jako oxoniacni elektrolyt
se pouzivaji soli, nejcastéji BaCl,. Ke srdZeni vzniklych komplexi se pouZivaji bud
heteropolykyseliny (wolframatofosfore¢na, molybdatofosfore¢na, wolframatokiemicitd) nebo
soli. Vznikly komplex je nutno izolovat ze vzorku a stanovit gravimetricky nebo fotometricky
[35].

Metody neposkytuji informace o struktufe tenzidi, ani o délce fetézce analyzované
slouCeniny. Vysledky vSech pfitomnych tenzidl se uvadéji jako hmotnostni koncentrace
zvoleného standardu v mg:1™ [35].

3.1.3 Titraéni metody

Jde o odmérné stanoveni tenzidi ve vodach. Pro neiontové tenzidy nasleduje titratni metoda
po upravé. lontové tenzidy se touto metodou daji stanovit bez ptredchozich uprav. Titrace
probihaji dvoufazové — v prostiedi vody a organického rozpoustédla [23].

v v

Pro stanoveni vys§i koncentrace aniontovych tenzidi se vyuzivd odmérna metoda
dvoufazové titrace. Metoda je zalozena na interakci iontového tenzidu obsazeného ve vzorku
vody siontovym tenzidem, ktery se pouziva jako titracni cinidlo. Titrace probiha
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ve dvoufazovém prostiedi (systém voda a malo poldrni organické rozpoustédlo), navic
nezbytnou podminkou je, aby tenzid odmérného roztoku meél opacny naboj nez stanovovany
tenzid ve vzorku vody. Produktem titrace je sloucenina, ktera nenese naboj, ale ma piesné
stechiometrické slozeni a je velmi malo rozpustna ve vodé [36, 37].

3.1.4 Mobilni analytika (se spektrofotometrickym stanovenim)

Principem je chemicka reakce mezi sledovanou latkou — tenzidem a chemickym c¢inidlem
(jeho presné slozeni je obchodnim tajemstvim), ktera vede ke vzniku barevné slouceniny.
Stupent vybarveni 1ze vyhodnotit a urcit tak koncentraci vychozi latky obsazené ve vzorku.
Pro stanoveni vSech typt tenzidii se uplatnuji fotometrické SpectroquantR kyvetové testy. Lze
zakoupit celou sadu obsahujici navody na stanoveni tenzidd s veSkerym potiebnym
ptislusenstvim (pfistroj se spektrofotometrickou koncovkou, specialni kyvety i chemikalie)
[36, 37].

Kationtové tenzidy na bazi kvartérnich amoniovych soli tvoii s anionaktivnim barvivem
disulfinovou modii iontové pary, extrahovatelné do organického rozpoustédla, modré
zbarveni organické faze se stanovi spektrofotometricky, metoda se pouziva pro stanoveni
koncentraci 0,05 az 1,5 mg-I™* [36, 37].

Aniontové tenzidy sulfonatového a sulfatového typu s bazickym barvivem methylenovou
modii tvoii iontové pary extrahovatelné chloroformem, vhodné ke spektrofotometrickému
stanoveni. Metoda se pouzivé pro stanoveni koncentraci od 0,05 az 2,0 mg-I™ [36, 37].

Neiontové tenzidy reaguji s indikatorem TBPE (tetrabromofenolftalein-ethyl-ester, sodna
siil) za vzniku komplexu extrahovatelného do dichlormethanu, zelené zbarveni organické faze

je méfeno spektrofotometricky. Metoda se pouziva pro stanoveni koncentraci od 0,1 az 7,5
mg-1™ [36, 37].

3.1.5 Meéreni vodivosti

Meéteni vodivosti se d& vyuZit pouze u ionickych tenzidl. Stanoveni je dale omezeno
pritomnosti elektrolytd. Pii vyssich koncentracich elektrolytli se snizuje citlivost stanoveni.
Pti zvySovani koncentrace tenzidu v roztoku je vodivost dana disociaci jednotlivych molekul
ionického tenzidu. V okamziku vzniku micel (kritické miceldrni koncentrace) se vodivost
systému snizuje. Provadi se metodou konduktometrické titrace — do kadinky s destilovanou
vodou je mikropipetou piidavano vypoctené mnozstvi tenzidii a po promichani a ustaleni je
zapsana zmeéna vodivosti [38, 39].

3.1.6 Meéreni zmény povrchového napéti

Tento zplsob je jednou znejuniverzalnéjSich metod. Méfeni je provadéno pomoci
tenziometru. Do kadinky se napipetuje znamé mnozstvi tenzidu a doplni destilovanou vodou,
po promichani a ustaleni se odecte povrchové napéti; je to mozné pouze do dosazeni hodnoty
kritické micelarni koncentrace [38, 39].
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3.2 Metody stanoveni anionaktivnich tenzidu

Pro kvantitativni stanoveni anionaktivnich tenzidi ve vodnych roztocich byla pouzita metoda
zaloZzena na tvorb¢ zelené zbarveného iontového asociatu mezi dodecylbenzensulfonatem
sodnym (SDBS) a kationtovym barvivem Brilliant Green (BG) v kyselém prostiedi.
Spektralni zmény barviva po pfidani dodecylbenzensulfonatu sodného byly studovany
viditelnou spektrofotometrii pii fixni vlnové délce 627 nm, odpovidajici absorpcnimu
maximu. Ptidani SDBS ve vétsich koncentracich, nezli byla kriticka micelarni, modifikovalo
spektrum vodnych roztokd kationtového barviva Brilliant Green. Bylo zaznamenano snizeni
absorbance kationtového barviva, coz ukazovalo na tvorbu iontového paru. Interakce
a micelarni vlastnosti tenzidu a kationtového barviva se také zkoumaly metodou povrchového
napéti. Zjistilo se, ze mezi hlavni parametry ovliviiujici vznik iontového paru, patiily: hodnota
pH, molarni pomér [barvivo] / [tenzid] a doba protiepavani roztokti. Méfeni povrchového
napéti spolu se studii pouzivajici metodiku povrchové odezvy potvrdily tvorbu komplexu
skrze elektrostatické a hydrofobni interakce mezi kationtovym barvivem a tenzidem. Uvedena
studie jednoznaéné poukazuje na pouzitelnost této optimalizované metody, kterd poprvé
urcila miru znecisténi odpadnich vod v Alzirském zalivu aniontovymi povrchové aktivnimi
latkami bez extrakce kapalina-kapalina [40].

Pro detekci a stanoveni aniontovych tenzidii sulfondtovych a sulfatovych typl byla také
popsana jednostupiiovd spektrofotometrickd metoda s jednim reakénim cinidlem. Obé
aplikace jsou zalozeny na pfeméné bezbarvych leukopolymert trifenylmethanovym barvivem
(Brilliant Green a methyl violet) na barevné (chinoidni) formy aniontovymi povrchové
aktivnimi latkami. Kvantitativni metoda v rezimech absorpce a odrazivosti je pouzitelna pro
aniontové povrchové aktivni latky v rozsahu 0 az 1500 ppm [41].

Dale byla studovana jednoduchda metoda pro spektrofotometrické stanoveni aniontové
povrchové aktivni latky dodecylbenzensufatu sodného (0-15 pg-l™). Tontovy asociat vznikly
mezi dodecylsulfatem sodnym (SDS) a Rhodaminem 6G byl adsorbovan na sténu nadoby
z PTFE (polytetrafluorethylenu) intenzivnim protiepavanim. Po odstranéni vysledného
roztoku byl iontovy asociat rozpustén v methylcelosolu a jeho absorbance byla méfena pii
534 nm. Tato nova metoda je citlivd, snadno proveditelnd a nevyZaduje pouZiti toxickych
rozpoustédel pii stanoveni aniontovych tenzida [42].

3.3 Metody stanoveni kationaktivnich tenzidd

Pro stanoveni kationtovych tenzidi v primyslovych odpadnich vodach byla pouzita metoda
extrakéni spektrofotometrie s vyuzitim aniontového barviva Patent Blue V. Tato metoda je
zaloZena na tvorb€ iontového paru mezi barvivem a kationtovym tenzidem (zde CTAB =
cetyltrimethylamonium bromid) v chloroformu pf#i danych podminkach extrakce. Maximalni
vlnova délka absorpce pro iontovy par ¢ini 627 nm. Vyslednd kalibra¢ni kiivka byla linearni
az do 5,48 pmol-dm™, a vykazovala vysokou hodnotu koeficientu spolehlivosti. Metoda je
velice citlivd a mez detekce velmi nizka (8,6:10° mol-dm™ CTAB). Bylo zjisténo, Ze pro
organicky extrakt je nutny promyvaci krok k odstranéni interferenci od cizich iontl
Vv nezndmych vzorcich. Metoda byla pouzita pro stanoveni kationtovych tenzidli z odpadnich
vod textilniho primyslu v oblasti Alziru a ovéfena jako vyhovujici [43].
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Dalsi spektrofotometrickd metoda pro stanoveni kvartérnich amoniovych soli je zalozena
na extrakci anionického barviva Orange II do chloroformu z vodného roztoku kationického
tenzidu. Vysledky ukézaly, Ze barvivo reagovalo s kationaktivnim tenzidem ve
stechiometrickém poméru 1:1 [44].

Téz byla navrzena spektrofotometrickd metoda pro stanoveni kationtovych povrchové
aktivnich latek, jako je cetylpyridiniumchlorid, cetyltrimethylamoniumbromid a zephiramin.
Metoda je zalozena na tvorbé ternarnich komplexi s Fe (III) a Chromem Azurolem S
(indikator). Molarni pomér komplexu je 2: 1: 1 (Fe (III): chrom azurol S: kationtova
povrchové aktivni latka). Metoda je jednoducha, rychla a citliva, davajici linearni rozsah od
0,1 do 6,0 pmol-dm™ kationtovych povrchové aktivnich latek. Celkovy obsah kationtovych
povrchové aktivnich latek muZze byt stanoven piimo ve vodnych roztocich méfenim
absorbance pii 680 nm (pH = 5,8). Metoda byla uspésné aplikovana u vzorka vody [45].

3.4 Studium interakci huminovych latek s tenzidy

Piedmétem studia byla vazba kationtového tenzidu - cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB)
a neiontogennich nonylfenol ethoxylati (NPE) na pfirodni huminové latky (HL).
U neiontového surfaktantu nebyl zaznamenan rozdil ve fluorescen¢nich spektrech HL a tedy
nedoslo k Z4dné vyrazné interakci mezi NPE a HL. AvSak pfidani kationtového CTAB
umoznilo pozorovatelné zmény ve fluorescencni charakteristice HL, coz indikovalo vznik
vazby. Priklad fluorescenénich spekter zachycuje Obrazek 8. Hlavnim opodstatnénim téchto
reakci byly interakce elektrostatické, avSak nelze vyloudit ani hydrofobni charakter vazby.
Komplexni mechanismus je v podstaté fizen neutralizaci naboje, kterd mtze byt sledovana
specificky fluorescenci organickych skupin [46].
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koncentraci CTAB [46]

24



Dale byl studovan vznik komplexti mezi huminovymi kyselinami (HK) a kationtovymi
povrchové aktivnimi latkami — konkrétné s hexadecyltrimethylamoniumbromidem neboli
CTAB. HK s CTAB zacaly vykazovat interakci, avsak pii nizSich koncentracich CTAB byly
komplexy rozpustné. Srazeniny mezi HK a CTAB se vytvotily pii 20, 30 a 50 mM CTAB
(a izolovany filtraci), zatimco rozpustné komplexy byly pozorovany pii 1, 5, 10 a 40 mM
CTAB. Srazeniny i rozpustné komplexy byly zkoumany pomoci metody zalozené na detekci
rozptylu svétla rentgenovych paprskii. Chovani vznikajicich komplexti (mezi CTAB a HK)
bylo vysvétleno na zaklad¢ neutralizace naboje mezi anionty HK a micelami CTAB,
a nasledné obraceni naboje v dusledku hydrofobnich interakci. Mezi témito komplexy vznikla
vazba prostfednictvim elektrostatické interakce s hydrofilnimi (kationickymi) skupinami
CTAB a anionickymi funkénimi skupinami HK [47].

Dale se zkoumala | moznost interakce aniontové povrchové aktivni latky
(dodecylsulfat sodny, SDS) advou kationtovych povrchové aktivnich cinidel
(dodecyl- a cetylpyridiniumchlorid, DPC a CPC) na purifikované huminové kyseliny (HK).
Pfi daném pH 5, 7 a 10, a iontové sile 0,025 M se mezi aniontovym povrchové aktivnim
¢inidlem (SDS) a purifikovanou HK nepozoruje zadna vyznamna vazba, zatimco dvé
kationtovd povrchové aktivni ¢inidla (DPC, CPC) se siln¢ vazou na purifikované HK ve
zkoumaném rozsahu pH. Komplexy kationtovych povrchové aktivnich latek
se s purifikovanou HK srazeji, jakmile se dosahne bodu neutralizace naboje. Vazba je
zpusobena jak elektrostatickou, tak hydrofobni pfitazlivosti. Pocate¢ni afinita se zvySuje
se zvySujicim se pH (tj. zapornym nabojem purifikované HK) a délkou hydrofobniho konce
surfaktantu. Ztéto studie tedy vyplyva, Ze HK jsou silné¢ ovliviiovany byt malymi
koncentracemi kationtovych tenzida [48].

Byly studovany i povrchové vlastnosti vodnych roztokd smési huminovych kyselin (HK)
s fadou kationtovych povrchové aktivnich latek obecného tvaru CTAB, avsak s riznou délkou
uhlovodikového fetézce. Zjistilo se, ze jiz malé mnozstvi CTAB ve vodném roztoku HK ma
obrovsky vliv na snizeni povrchového napéti vody. Pokles povrchového napéti je spojen
srostouci délkou alkylového fetézce CTAB. To vedlo k zavéru, ze proces srazeni HK
a CTAB byl pfitazen k tvorb& micel vyvolanou HK [49].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pomiicky a pristroje
e Difuzni cely (PermeGear)
e Drzaky na diftzni cely
e Dialyzatni membrana  zacetatu celulézy o  velikosti pord 0,5 kDa
(Spectrum — Spectra/Por Biotech, primér membrany 20 mm)
e Vicemistna magneticka michacka (Cimarec i Poly) a magneticka michadla
e pH metr (Mettler Toledo)
e Tuk na vymazani zabrust (Lucosan, Lucebni zadvody Kolin)
e UV-VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H
e Elektricky ohiivac (Eta 2107)
e Uzaviratelné kfemenné kyvety optické délky 1 cm
e B¢&Zné vybaveni laboratofe

4.2 Pouzité chemikalie

e Standard huminovych kyselin IHHS Leonardite (1S104H-5)

e Modifikovany (methylovany) standard huminovych kyselin IHSS Leonardite
e Septonex, GNB chem, a.s. (511SEP003)

e Dodecylsiran sodny, Lach-Ner (302790205)

e Ethanol, Penta

e Hydroxid sodny, Penta (1905160514)

e Kyselina chlorovodikova 35%, Penta (2106280616)

e Kyselina sirova, Lach-Ner (PP/2018/05340)

e Disulfinova modf (neboli Patent blue V), Sigma Aldrich (BCBP2802V)
e Methylenova modf, Penta (1801300113)

e Chloroform, Sigma Aldrich (stabilizovany amylenem)

e Dekahydrat tetraboritanu sodného, Sigma Aldrich (SZBF1660V)

4.3 Dialyza¢ni experimenty

Pfedmétem této prace je studium interakci mezi huminovymi kyselinami a tenzidy pomoci
difzni a dialyzaéni techniky a posoudit vliv modifikace huminovych kyselin na tyto
interakce. Modifikace huminovych kyselin spo¢iva v methylaci — tedy selektivni blokaci
karboxylovych skupin na huminovych kyselinach (z tvaru —-COOH na —COOCHs3). Timto
krokem se zabrani disociaci karboxylovych skupin, kterym je diky jejich vysokému
zastoupeni V huminovych kyselinach pfipisovdna vyznamnd role pfi interakcich. K témto
experimentim jsou vyuzivany difizni cely — zafizeni slouZici k difuznim experimentim
Vv kapalnych roztocich. Skladaji se ze dvou oddélitelnych komor, mezi néZ lze vlozit porézni
prepazku v podobé membran (zde dialyzaéni membranu) nebo tuhych ¢i polotuhych vzorka
uchycenych ve vhodné formé (napiiklad hydrogel). Kazdou komoru tvofi vnitini a vnéjsi
plast. Vngjsi plast’ je pratocny a je urcen K zajisténi konstantni teploty experimentu, vnitini
plast slouzi k realizovani samotného experimentu [50].

V téchto experimentech byl do jedné komory nalit roztok huminovych kyselin
(¢i modifikovanych huminovych kyselin) a do druhé komory roztok Septonexu. Mezi nimi
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byla upevnéna dialyzaéni membrana s velikosti port 0,5 kDa. Tento parametr membrany,
udavajici limitni velikost molekul schopnych projit skrze ni, byl experimentalné zvolen tak,
aby pfes membranu prochazel pouze Septonex a nikoliv huminové kyseliny — viz kapitola
4.3.3. Diftzni cely pfichystané k méteni zachycuje Obrazek 9.

Obrazek 9: Sestavené difuzni cely

Vzhledem k tomu, Ze vlastni experiment je pomérné ¢asové naro¢ny (cely difazni proces
probihal 144 hodin), byl pro tcely této prace zvolen kationicky tenzid Septonex, u néhoz
se predpokladala vyssi prukaznost interakci shuminovymi Kkyselinami nez u tenzidd
anionickych.

V experimentech se tedy sleduje pokles koncentrace ptivodniho roztoku Septonexu
0 znamé koncentraci ve zdrojové komote, ktery prochdzi skrze dialyzacni membranu do
piijmové komory s roztokem huminovych kyselin, kde s nimi interaguje, az do ustaleného
stavu. Cely objem roztoku Septonexu byl ze zdrojové komory odebiran ve vhodné zvolenych
¢asovych intervalech (24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodin) az do dosazeni ustaleného stavu (kvili
efektivité ¢innosti se musi pracovat s vice difiznimi celami zaroven).

Roztok Septonexu je Ciry a nelze ptimo (napiiklad spektrofotometricky) stanovit jeho
koncentraci. K tomu slouzi optimalizovana metoda Stanoveni koncentrace kationaktivnich
tenzidi s disulfinovou modii: Roztok Septonexu je odebiran zcely v daném ¢asovém
intervalu a doplnén do 100 ml vodou; takto pfipraveny vzorek je pouzit ke stanoveni,
koncentrace Septonexu je pak pfepoctena s ohledem na fedéni vzorku.

4.3.1 Priprava roztoki pro dialyza¢ni experimenty

Pro studium interakci mezi huminovymi kyselinami a Septonexem byla zvolena koncentrace
huminovych kyselin 50 mg~l'1 a koncentrace Septonexu ve tfech variantach: 5, 10 a 15 mg-l'l.
Do kazdé z komor diftiznich cel se vpravilo vzdy 60 ml roztoku.

e Piiprava roztokti Septonexu 0 koncentracich 5, 10 a 15 mg'l'l: nafedénim ze
zasobniho roztoku Septonexu o koncentraci 20 mg'l'1 S ohledem na vysledny objem 60
ml.

e Piiprava roztoku huminovych kyselin o koncentraci 50 mg-l'l: navazka 0,0125 g
huminovych kyselin se rozpusti pfes noc na magnetické michac¢ce ve 200 ml vodného
roztoku upraveného na pH = 10 pomoci roztoku 0,5 mol-dm™> NaOH vhledem
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K rozpustnosti huminovych kyselin ve vodnych roztocich. Rozpustény pevny podil
v podob& huminovych kyselin se upravi na pH = 7 (n&kolik kapek 1 mol-dm™ roztoku
HCI) a doplni se vodou na 250 ml. Po piefiltrovani ptes filtracni papir je roztok
pfipraven k pouziti.

e Piiprava roztoku modifikovanych (methylovanych) huminovych kyselin o koncentraci
50 mg1"": navazka 0,0125 g modifikovanych huminovych kyselin se rozpusti pies noc
na magnetické micha¢ce ve 200 ml roztoku 0,1 mol-dm™ NaOH. Rozpuitény pevny
podil v podobé& huminovych kyselin se upravi na pH = 7 pomoci 0,5 mol-dm™ roztoku
HCI a doplni se vodou na 250 ml. Po prefiltrovani ptes filtratni papir je roztok
pfipraven k pouziti.

4.3.2 Priprava difuznich cel a vzorki k méreni

Cisté a suché komory difuznich cel byly na vnéjsich okrajich zlehka potieny zabrusovym
tukem. Z civky, na niz byl navinut rukavec materialu dialyzacni membrany s velikosti pora
0,5 kDa, byl odstiihnut jednovrstvy arsik, nasledné promyt destilovanou vodou, upevnén na
jednu komoru a zakrouZenim druhé komory pfipraven coby difizni membrana v sestavené
difuzni cele k pouziti. Po upevnéni difizni cely do drzdku byla dovnitf vlozena magneticka
michadla a pomoci malych nalevek soucasné nality roztoky Septonexu a huminovych kyselin,
oba 0 shodném objemu 60 ml do svych komor difazni cely. Cela upevnéna v drzaku byla
polozena na vicemistnou michacku rotujici rychlosti 250 ot/min. Poté se provadély odbéry
Septonexu po étyriadvacetihodinovych intervalech az do predpoklddaného ustaleného stavu
(po 144 hodinach difaze). Objem Septonexu odebrany z cely byl doplnén do 100 ml vodou
a pouzit ke Stanoveni koncentrace kationaktivnich tenzidi s disulfinovou modii.

4.3.3 Zdivodnéni volby dialyzaéni membrany o velikosti porua 0,5 kDa

Pti experimentech s difuznimi celami bylo tieba zajistit, aby pies dialyza¢ni membranu
prochazel diky rozméram svych molekul pouze Septonex a nikoli huminové kyseliny.
Z tohoto dtivodu se provedl test na propustnost (respektive nepropustnost) membran pro
zvoleny standard huminovych kyselin a to se tfemi dialyzaénimi membranami, které se lisily
velikosti pora: 3,5 kDa, 1,0 kDa a0,5 kDa. Membrany byly upevnény do tfi shodnych
difaznich cel shodné naplnénych v jedné komote roztokem huminovych kyselin a v druhé
komote Cistou vodou. Po 120 hodinach byla zmétena absorbance u vzorkl pivodné Eisté
vody.

Jako vyhovujici se osvédc¢ila membrana s velikosti pért 0,5 kDa, u jejihoz vzorku vody
byla naméfena zanedbatelna absorbance i u nizsich vinovych délek (pod 400 nm), zatimco
u vzorki od membran s velikostmi port 3,5 kDa a 1,0 kDa byl v této oblasti spektra (pod 400
nm) pozorovan jeji znatelny nartst. Ten prokazoval pfitomnost huminovych kyselin
V piivodné ¢istych vzorcich vody a tedy nevhodnost jejich pouziti pro zamyslené ucely.

Velikost molekul Septonexu (s hmotnosti 422,49 g-mol™ [23]) je oproti huminovym
kyselinam (s hmotnostmi v rozsahu 10 000 — 70 000 g-mol™ [3]) mal4, a tudiz Septonex
prochazi skrze membranu 0,5 kDa bez problému, zatimco huminové kyseliny jsou ji
zadrzovany. Narlst absorbance U niZSich vinovych délek zpiisobeny pfitomnosti huminovych
kyselin ve vod¢ s pouzitim membrany o velikosti poru 3,5 kDa je znazornén na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Narist absorbance u vzorku vody s membranou 3,5 kDa zpiisobeny priichodem
huminovych kyselin

4.4 Stanoveni koncentrace kationaktivnich tenzida s disulfinovou mod¥ri

Pro optimalizaci zvolené metody ke studiu interakci mezi huminovymi kyselinami a tenzidy
bylo vyuzito informaci z knihy Chemické a fyzikalni metody analyzy vod, v niz je feSena
problematika stanoveni ionickych i neionickych tenzidt [34]. Za standard kationaktivniho
tenzidu byl vybran Septonex.

4.4.1 Princip

Kationaktivni tenzidy tvoii ve vodnych kyselych roztocich (pH > 2,7) s anionickym barvivem
- disulfinovou modii modfe zbarveny komplex znazornény na Obrazku 11. Tento barevny
komplex kationaktivniho tenzidu s alespoii jednim dostatecné dlouhym, pfimym acyklickym
uhlovodikovym fetézcem je extrahovatelny do chloroformu. Nezreagovana disulfinova modft
zOstava rozpusténa ve vodné fazi. Intenzita zbarveni chloroformového extraktu je umérna
obsahu kationaktivniho tenzidu, a proto se da stanovit spektrofotometricky pii 625 nm.
Citlivost metody zavisi na struktufe zvoleného kationaktivniho tenzidu jako standardu; jiz
v roce 1986 se za standard pro tuto metodu navrhoval Septonex [34].

B T sH2C -
N—C,Hs

1 W
e
N 0.8
R\ \
2e

—CzH;

\Z/

— = = sH2C

Obrdzek 11: Schéma komplexu kationaktiviniho tenzidu s disulfinovou modri [34]

442 PouZziti

Metoda je vhodna pouze pro Cisté vody. Pti pokusu 0 stanoveni vzorku tenzidu ze znecisténé
vody se vytvoii na rozhrani vodné a chloroformové faze stabilni emulze, kterd brani extrakci.
Bez objemové upravy vzorku pred analyzou by mélo byt mozné stanovit koncentrace
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kationaktivnich tenzidii (jako Septonex) v rozmezi 0,15 — 2 mg-1™* [34]. Experimentalné
spektrofotometricky vsak sly po extrakei stanovit hodnoty aZ do koncentraci 8 — 10 mg-1™ bez
objemové tpravy vzorku. Pro dosazeni co nejpiesnéjsich vysledkii stanoveni, obzvlast’ béhem
kalibrace, je tfeba v§echny roztoky piipravovat z ¢isté deionizované vody.

4.4.3 Priprava roztoku

e Disulfinova modi — zasobni roztok: 0,25 g disulfinové modii se rozpusti v 50 ml
horkého vodného (10 obj. %) roztoku ethanolu a po ochlazeni se timto vodnym
roztokem doplni na 250 ml.

e Disulfinovd modi — pracovni roztok: 20 ml vySe uvedeného zasobniho roztoku
se smicha s 30 ml 10 % roztoku kyseliny sirové (do 500 ml velké odmérné banky
$ 300 ml vody se odméti 28 ml koncentrované H,SO4 s p = 1,84 gem™) a doplni
destilovanou vodou na 500 ml.

e Septonex — standardni zasobni roztok o koncentraci 0,1 g1™: Navazka Septonexu
se rozpusti v destilované vodé a doplni na patiiény objem; roztok se uchovava
v chladu a je staly mésic.

e Septonex — pracovni roztok o koncentraci 0,002 g'1"*: Ze zasobniho roztoku Septonexu
se odpipetuje 10 ml a doplni na 500 ml destilovanou vodou. Tento roztok se vyuziva
pro piipravu kalibracnich roztoki.

4,44 Postup stanoveni

Do délici nalevky o objemu 250 ml se odméfi 25 ml chloroformu, 50 ml pracovniho roztoku
disulfinové modii a 100 ml vzorku tenzidu (nebo ziedéného vzorku tenzidu) do maximalni
koncentrace 10 mg-l™. Obsah néalevky se po dobu 1 min potfepava. Po odd&leni fazi
se chloroformova vrstva vypusti do suché odmémé banky o objemu 50 ml. Extrakce
se opakuje jesté jednou, opét S objemem chloroformu 25 ml. Spojené extrakty se Vv odmérné
banice doplni Cistym chloroformem na 50 ml. Absorbance extraktu se méti pti vinové délce
625 nm proti chloroformu, odpovidajici absorpénimu maximu. Jeji hodnota je stabilni pouze
po dobu 24 hodin — je tedy nutné ji zméfit co nejdiive po extrakci. Hmotnostni koncentrace
kationaktivnich tenzidd (jako je Septonex) ve vzorku v mg-I™ je tieba ode&ist z kalibraéniho
grafu s ohledem na objem vzorku pouzity k analyze [34]. Ukazky jednotlivych krokt béhem
stanoveni jsou zachyceny na Obrazku 12.

250ml

BORO 3.3

Obrazek 12: Zleva délici ndlevka pred protiepavanim, uprostred po 1. extrakci a napravo po 2.
extrakci

30



445 Rusivé vlivy

Rusivy vliv anionaktivnich tenzidi se projevuje negativni chybou stanoveni, protoze
konkuruji disulfinové modfi a samy reaguji s kationaktivnimi tenzidy za vzniku pevnéjSiho
komplexu nez je komplex kationaktivni tenzid-disufinova modt.

Z anorganickych aniontli, béZzné obsazenych ve vodach, rusi ionty CI” (pfi ¢y (CI) > 50
mg-l™) a ionty NOs™ (pfi cm (NO3) > 10 mg:1™); rusivy vliv se projevuje rovnéz negativni
chybou pii stanoveni. Rovnéz rusi bilkoviny a jejich §tépné produkty, huminové kyseliny
a ligninsulfonové kyseliny [34].

4.4.6 Kalibrace

Ze standardniho roztoku Septonexu se pfipravi fada kalibra¢nich roztokii o koncentracich
0,15 — 2 mg-I™", viz Tabulka 3 [34].

Tabulka 3: Priprava kalibracnich roztokii Septonexu

koncentrace Septonexu [mg-1*] | 0,15 0,4 0,8 1,2 1,6 2
objem pracovniho roztoku
Septonexu ve 100 ml vzorku 7,5 20 40 60 80 100
[ml]

Déle se vyse uvedenym postupem provede extrakce a nasledné se u chloroformovych
extraktl proméii absorbance. Chloroformové extrakty pouzité k sestrojeni kalibracni
zavislosti jsou zachyceny na Obrazku 13.

Obrdzek 13: Chloroformové extrakty Septonexu uzité k sestrojeni kalibracni zavislosti

Z naméfenych absorbanci sady kalibrac¢nich roztokd se sestroji kalibra¢ni zavislost
(vynesenim absorbance proti hmotnostni koncentraci Septonexu). Matematicky aproximacné
vyjadiena a graficky vynesena kalibra¢ni zavislost pro stanoveni koncentraci neznamych
vzorkt Septonexu je znazornéna na Obrazku 14.
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Obrazek 14: Kalibracni zavislost Septonexu

4.5 Stanoveni koncentrace anionaktivnich tenzidi s methylenovou modii

Pro optimalizaci této metody bylo vyuzito normy CSN EN 903 (75 7534) a knihy Chemické
a fyzikélni metody analyzy vod, vniZz je feSena problematika stanoveni ionickych

I neionickych tenzidi [33, 34]. Za standard anionaktivniho tenzidu byl vybran dodecylsiran
sodny, neboli SDS.

45.1 Princip

Sulfatované a sulfonované anionaktivni tenzidy tvoii ve vodnych roztocich s kationickym
barvivem - methylenovou modii iontovy asociat (komplex), extrahovatelny do chloroformu.
Schéma tohoto komplexu je zachycen na Obrazku 15. Uginnost extrakce zavisi na délce
pfimého acyklického uhlovodikového fetézce aniontového tenzidu. V fetézci vSak musi byt
minimaln¢ deset atomd uhliku; s klesajicim poctem atomt uhliku se ucinnost extrakce
barevného asociatu snizuje, protoze zistava ve vodné fazi. Z divodu omezeni rusivého vlivu
latek bilkovinného charakteru, které mohou konkurovat methylenové modii pii reakci
s aniontovymi tenzidy v kyselém prostiedi, se extrakce nejprve provadi v prostiedi alkalickém
(pH = 10), a poté teprve v prostiedi kyselém, v némz ma komplex anionaktivniho tenzidu
s methylenovou modii modré zbarveni. Pi¥i pH > 7 se chloroformové extrakty i u slepého
stanoveni barvi fialove, coz je zptisobeno produkty demethylace methylenové modfi. Intenzita
zbarveni modrého asociatu zdvisi na struktufe tenzidu a je imérnd jeho obsahu. Absorbance
separované organické faze se stanovuje spektrofotometricky pii vlnové délce 650 nm,
odpovidajici absorpénimu maximu. Vyhodnoceni se provadi metodou kalibra¢ni kiivky
v mg-I™ pouzitého standardu. [33, 34].

Obrazek 15: Schéma komplexu anionaktivniho tenzidu s methylenovou modri [34]
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45.2 Pouziti

Metoda je vhodna pro koncentraéni rozmezi 0,1 — 5,0 mg-1™. Spodni mez detekce pro roztok
standardu v &isté vodé je 0,05 mgl™t. Experimentilng bylo moZné vyextrahovat vzorek
s maximalni koncentraci tenzidu 15 mg-I™. P¥i vyssich koncentracich se vytvaii na rozhrani
vodné a chloroformové faze stabilni emulze, kterd brani extrakci. U vzorkl tenzidd, pfipadné
vzorkli odebranych ze znecisténé vody, je doporu¢eno pracovat maximalné s 10 ml vzorku
a provést objemovou upravu, aby se opét piedeslo vzniku emulze na rozhrani fazi [33, 34].
Pro dosazeni co nejpiesnéjSich vysledkii stanoveni, obzvlast béhem kalibrace, je vhodné
vSechny roztoky ptipravovat z ¢isté deionizované vody.

4.5.3 Priprava roztoku

e Methylenova modi — neutralni roztok: v odmérné batice o objemu 1000 ml se rozpusti
0,350 g methylenové modfi v destilované vodé a doplni po rysku. Je doporuceno
roztok ptipravit alespon 24 hodin ptfed pouzitim.

e Methylenova modf — kysely roztok: v odmérné batice o objemu 1000 ml se v 500 ml
destilované vody rozpusti 0,350 g methylové modii a nasledné ptida 6,50 ml
koncentrované kyseliny sirové (p = 1,84 g-cm'g); po promichani se roztok doplni
destilovanou vodou po rysku. Je doporuceno roztok piipravit alesponn 24 hodin pted
pouzitim.

e Tlumivy roztok tetraboritanu sodné¢ho s pH = 10: v odmérné barice o objemu 1000 ml
se Vv destilované vod¢ rozpusti 19 g dekahydratu tetraboritanu sodného
(Na;B407:10H,0) a doplni destilovanou vodou po rysku.

e Dodecylsiran sodny (SDS) — standardni zasobni roztok o koncentraci 0,1 g™
V odmérné baiice o objemu 1000 ml se rozpusti 0,100 g SDS v destilované vodé
a doplni po rysku. Zasobni roztok se uchovava v chladnicce a vydrzi staly asi meésic.

e Dodecylsiran sodny (SDS) — pracovni roztok o koncentraci 0,002 g-l'1: Ze zéasobniho
roztoku SDS se odpipetuje 10 ml a doplni na 500 ml vodou. Tento roztok se vyuziva
pro ptipravu kalibra¢nich roztokd.

4.5.4 Postup stanoveni

Pracuje se se dvéma délicimi nalevkami. Do prvni se ptevede 100 ml vzorku a ptileje 10 ml
tlumivého roztoku (pufru), poté se obsah promicha a jesté ptida 5 ml neutralni methylenové
modii $ 10 ml chloroformu. Do druhé délici nalevky se odméti 100 ml destilované vody
a 5 ml kyselého roztoku methylenové modii; obsah se promicha.

Smés v prvni dé€lici nalevce se 1 min protiepava a po oddéleni fazi se chloroformova vrstva
vypusti do druhé délici ndlevky. V prvni dé€lici nalevce se postupné jesté¢ dvakrat opakuje
extrakce s 10 ml chloroformu a po 1 min protiepavani se opét vypousti do druhé délici
nalevky (v prvni délici nalevce tedy tiikrat probiha extrakce s 10 ml chloroformu).

Druha délici nalevka Se po sesbirani vSech tfi chloroformovych extrakti z prvni délici
nalevky 1 min protfepava a po odd¢leni fazi se chloroformova vrstva vypusti do kadinky. Ve
druhé délici nalevce se postupné jesté dvakrat opakuje extrakce s 5ml chloroformu a po
1 min se vypousti do k tomuto ucelu vyhrazené kadinky; zde se postupné sesbiraji vSechny tfi
chloroformové extrakty (z druhé délici nalevky). Tyto se pak prefiltruji (pfes nalevku
s filtratnim papirem) do odmérné baniky 0 objemu 50 ml a doplni Cistym chloroformem po
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rysku. Absorbance extraktu se méti pii vinové délce 650 nm proti chloroformu. Hmotnostni
koncentrace anionaktivnich tenzidi (jako SDS) ve vzorku v rng~|'1 je tfeba odecist
z kalibra¢niho grafu s ohledem na objem vzorku pouzity k analyze [33, 34]. Ukazky
jednotlivych krokti b€hem stanoveni jsou znazornény na Obrazku 16.

Obrazek 16: Zleva: delici ndalevka pred protiepdvanim; 3 obrazky uprostred: po extrakci v 1. deélici
nalevce pro koncentrace SDS 0,1; 0,4 a 1,2 mg-l-1; napravo: po extrakci ve 2. délici ndlevce

4.5.5 RusSivé vlivy

Stanoveni koncentrace narusuji aromatické sulfonany netenzidového typu, protoze
s methylenovou modii vytvaieji komplexy, které se téz extrahuji do chloroformu. Zpusobuji
tedy pozitivni chybu stanoveni.

Rusivy vliv kationaktivnich tenzidi se projevuje negativni chybou stanoveni, protoze
konkuruji methylenové modfi a samy reaguji s anionaktivnimi tenzidy za vzniku pevnéjsiho
komplexu, nez je komplex anionaktivni tenzid-methylenova modi. Rusivy vliv bilkovin
a aniontl (CN", NO3’, SCN’) Ize podstatné eliminovat extrakci komplexu pii pH = 10.

Rusivy vliv sulfidii, polysulfidii a thiosiranii se navrhoval odstranit pfidavkem 10 ml
tlumivého roztoku (pufru) a 30 obj. % roztoku peroxidu vodiku na kazdych 100 ml vzorku —
po péti minutach stani promichané smési 1ze piistoupit k vlastnimu stanoveni (tlumivy roztok
se pak jiz neptidava).

Rusivy vliv barviv extrahovatelnych za podminek stanoveni se vylouc¢i odectenim
absorbance jejich extraktu, ziskaného pii stejnych podminkach stanoveni, ale bez piidavku
methylenové modii [33, 34].

45.6 Kalibrace

Ze standardniho roztoku dodecylsiranu sodného (SDS) se ptipravi Sada kalibrac¢nich roztok
o koncentraci 0,15 — 2 mg-1™ [33, 34], viz Tabulka 4.

Tabulka 4: Priprava kalibracnich roztokit SDS

koncentrace SDS [mg-l™] 0,1 0,4 0,8 1,2 1,6
objem pracovniho roztoku
SDS ve 100 ml vzorku [ml]

5 20 40 60 80
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Déle se vySe uvedenym postupem provede extrakce a nasledné proméii absorbance
u chloroformovych extrakti. Chloroformové extrakty pouZité k sestrojeni kalibracni zavislosti
jsou zachyceny na Obrazku 17.

Z naméfenych absorbanci sady kalibra¢nich roztokd se sestroji kalibra¢ni zavislost
(vynesenim absorbance proti hmotnostni koncentraci SDS). Matematicky aproximaéné
vyjadiend a graficky vynesena kalibra¢ni zéavislost pro stanoveni koncentraci neznamych
vzorkl Septonexu je znazornéna na Obrazku 18.

Obrdazek 17: Chloroformové extrakty dodecylsiranu sodného uzité k sestrojeni kalibracni zavislosti
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Obrazek 18: Kalibracni zavislost dodecylsiranu sodného (SDS)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace huminovych kyselin

Pro experimenty této prace byl pouzit standard huminovych kyselin IHHS Leonardite
(1S104H-5) a modifikovany (methylovany) standard IHSS Leonardite. Délat charakterizaci
a ovéfovat methylaci huminovych kyselin nebylo ukolem této bakalaiské prace, byla jiz
provedena v praci [51]. Vysledky zjeji kapitoly Elementarni analyzy a Infracervené
spektrofotometrie s Fourierovou transformaci jsou zde nize uvedeny.

5.1.1 Elementarni analyza a termogravimetrie

Elementarni analyza umoziuje stanovit zastoupeni zdkladnich biogennich prvka (kyslik,
uhlik, vodik, dusik a sira) a diky termogravimetrickému stanoveni lze téz zjistit mnozstvi
nespalitelného podilu (popel), véetné vlhkosti materialu. V Tabulka 5 jsou uvedeny vysledky
pro standard huminovych kyselin z Leonarditu (IHSS HK) a pro methylovany standard
huminovych kyselin z Leonarditu (MIHSS HK).

Tabulka 5: Elementarni analyza vybranych latek (zastoupeni jednotlivych prvkii uvedeno v atomovych
procentech), véetné stanoveni vihkosti a popela [51]

0 C H N S
vzorek Hic | oic | wio | Popel | vinkost

(at. %) | (at. %) | (at. %) | (at. %) | (at. %) (hm. %) | (hm. %)
"o | 177 | 481 | 332 | 08 | 02 |07 |04 | 19 | 26 7.2
MII_|HKSS 159 | 455 | 378 | 06 | 02 | 08 | 03 | 24 | 21 28

Pfi porovnani huminovych kyselin pfed methylaci (IHSS HK) a po methylaci (MIHSS HK) je
ziejmé, Ze ve struktufe modifikovanych huminovych kyselin dochdzi k naristu mnoZzstvi
vodiku a klesajicimu zastoupeni kysliku, coz lze logicky vysvétlit tim, ze pii methylaci
dochdzi k selektivni blokaci, resp. obsazeni karboxylovych skupin methylovymi skupinami
(ztvaru —COOH na —COOCHSj3). Vysledna skupina tak teoreticky obsahuje trojnasobné
mnozstvi vodiku v porovnani s nemodifikovanymi huminovymi kyselinami. Methylace
se tedy u MIHSS HK ov¢fila tim, Ze narostl pomér H/C a naopak poklesl pomér O/C [51].

5.1.2 Infraervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Hlavnim uc¢elem vyuziti infraéervené spektrofotometrie s Fourierovou transformaci bylo
overeni uspésnosti methylace huminovych kyselin. Ostrym a navic velmi intenzivnim pasem
je pokles transmitance pii 1730 cm™ v piipadé MHK (methylovanych LHK), resp. 1720 cm™
u LHK (lignitickych huminovych kyselin). Tento pas je charakteristicky pro vibraci
karbonylovych skupin, v pifipadé MHK se jednd o karbonylové skupiny v arylesterech,
zatimco u LHK jde o karbonyl v karboxylovych skupindch (-COOH). Diky tomu, Ze esterova
skupina vykazuje vy$§i molekulovou hmotnost ve srovnani s karboxylovou skupinou, dochazi
k posunu pasu k vys$sim vinoctiim (vzhledem k tomu, ze pro rozvibrovani esterové skupiny je
zapotiebi vyssi energie, kterd je pfimo imérna vlnoctu) a tento posun je jednim z hlavnich
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kritérii, ktera dosvédéuji zdarnou methylaci huminovych kyselin [51]. Usp&$nou modifikaci
huminovych kyselin znazoriiuje Obrazek 19.

—I1LHK
—MHK

transmitance

4000 3600 3200 2300 2400 2000 1600 1200 300 400
vinoéet (cm?)

Obrazek 19: Infracervena spektra lignitickych, resp. methylovanych lignitickych kyselin [51]

Na zaklad¢ analyzy vzorki pomoci infracervené spektrofotometrie lze tedy tvrdit,
ze huminové kyseliny byly uspésné modifikovany (karboxylové skupiny byly selektivné
prekryty methylovymi zbytky). Stejnym zpisobem byla provedena i modifikace standardi
huminovych kyselin od mezinarodni spole¢nosti pro huminové latky (IHSS). FT-IR spektra
vykazovala obdobny charakter se stejnym poklesem absorbance a stejnymi pasy jako
v piipadé srovnani LHK a MHK [51].

5.2 Dialyza¢ni a diftizni experimenty

Naplni této prace je nejen studium interakci mezi huminovymi kyselinami a tenzidy
prostiednictvim diftiznich a dialyzaé¢nich technik, ale i posouzeni vlivu modifikace (selektivni
methylace karboxylovych funk¢nich skupin ve struktufe huminovych kyselin) na interakce
standardi huminovych kyselin s povrchové aktivnimi latkami. Prostfednictvim methylace
se zabrani disociaci karboxylovych skupin na huminovych kyselinach — snizi se tedy pocet
moznych vazebnych mist huminovych kyselin podilejicich se na interakcich, jeZ by jinak
poskytovaly disociované karboxylové skupiny. Pfedpokladem tedy je, ze huminové kyseliny
budou s kationaktivnim tenzidem Septonexem interagovat vice, nez jejich methylovana
forma.

Mira téchto interakci bude posouzena skrze zdanlivy parametr interakci 6,y
v definovaném case, viz kapitola 5.3. Parametr &4, bylo nutné pouzit proto, ze z grafickych
zavislosti je patrna stala tendence k poklesu koncentraci v ¢ase, neboli studované systémy
se ani po 144 hodinach od pocatku experimentu (tak byl definivan ¢asovy limit pro tuto praci
na jejim pocatku) nedostaly do rovnovéhy. Neni tedy mozné interakci huminovych kyselin
s tenzidy popisovat skrze bézn¢ pouzivanou zdanlivou rovnovaznou konstantu Kgpp.

Experimenty byly provadény dle pocate¢niho zadani se standardem huminovych kyselin
izolovanym 2z Leonarditu (IHSS HK) a methylovanym standardem (MIHSS HK) vzdy
v koncentraci 50 mg-l™" vjedné &asti difazni cely a se tfemi variantami koncentraci
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Septonexu: 5, 10 a 15 mg-l'1 ve druhé ¢asti difuzni cely. Experimenty byly provadény po dobu
Sesti dnu (tj. 144 hodin) s odbéry Septonexu k naslednému stanoveni jeho koncentrace
Vv intervalu po ptiblizn¢ 24 hodinach.

Jiz z prvnich vysledkl interakci byl patrny pokles koncentrace Septonexu ve zdrojové
komoie s ¢asem. Cely pribéh méfeni pro nemodifikované huminové kyseliny (IHSS HK)
znazornuje Tabulka 6 a bodovy graf na Obrazku 20.

Tabulka 6. Zdvislost koncentraci Septonexu v case pro IHSS HK

IHSS HK - pocate¢ni koncentrace Septonexu ve zdrojové komore
5 mg-I™ 10 mg-I™ 15 mg-I™
k k t k t
doba oncentrace doba odb&ru oncentrace doba odb&ru oncentrace
dbéru [h] Septonexu [h] Septonexu [h] Septonexu
o [mg1"] [mg-I"] [mg1"]
23,5 3,90 24 8,84 24 14,62
45,5 3,34 47 9,27 51,5 14,54
96,5 2,55 98 6,79 95 11,93
124,5 2,00 124 6,79 120 11,80
144 1,35 1475 6,46 144 11,38
X 5 mg/l Septonexu
16 5 + 10 mg/| Septonexu
14 - 15 mg/| Septonexu
%‘o 12
3
< 10 +
3 +
g &
§ 6 - + + +
S X
g 4] X
S X
§ Xy
0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

¢as odbéru [h]
Obrazek 20: Zavislost koncentrace Septonexu v ¢ase pro IHSS HK

Snizujici se koncetrace Septonexu ve zdrojové komoie béhem experimentu je dana jeho
pozitivni afinitou k huminovym kyselinam a dle védeckych ¢lankt [46, 47] se piedpoklada,
ze jde u kationickych tenzidli obecné 0 elektrostatické a hydrofobni interakce.

Béhem experimenti s methylovanymi huminovymi Kkyselinami (MIHSS HK) doslo
k zajimavému jevu: ke snizovani hladiny roztokt Septonexu ve zdrojové komoie a K nartstu
hladiny roztokti methylovanych huminovych kyselin v pfijimaci komote. Tento efekt byl
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pravdépodobné zptisoben osmézou, jelikoz pti piipraveé roztokli methylovanych huminovych
kyselin je nutné je pies noc rozpoustét v 200 ml 0,1 mol-dm™ roztoku NaOH a nésledn&
upravovat na pH = 7 pomoci 0,5 mol-dm™ roztoku HCI, protoZe ve zdrojové a prijimaci
komote diftizni cely v téchto pfipadech neni stejné iontova sila. Pii vyrovnavani chemickych
koncentrovangjsiho prostredi, tedy do komory s methylovanymi huminovanymi kyselinami.
Tento jev se projevoval nejrazantn&ji U vyssich koncentraci Septonexu (15 mgl™) a je
zachycen na Obrazku 21.

Obrazek 21:Narust hladiny roztoku MIHSS HK u koncentrace 15 mg/l Septonexu, v casech odbérii: z
leva 24, 48 a 72 hodin

Aby se omezil vliv osmézy na vysledné stanovené koncentrace tenzidu, byl pred kazdym
odbérem vzorku k extrakci zaznamenan zistatkovy objem roztoku Septonexu ve zdrojové
komote a vysledné stanovené koncentrace Septonexu po extrakci s disulfinovou modii
piepocteny dle nasledujici rovnice (15):

Vzﬁstatkovy ve zdroj. komote

Cpfepoétené = Cstanovena po extrakci vV (15)
poclatecnive zdroj. komove

kde: Vpoéa’teém’ ve zdroj, komore = 60 ml.

Za normalnich okolnosti by se k zamezeni vlivu osmoézy vyuzilo pufri, poté bychom mohli
brat v potaz ,,pouze vliv dialyzy“. Avsak pifidavek iontové sily (formou pufru) by narusil
citlivé stanoveni koncentrace kationaktivnich tenzidi disulfinovou modfi, jejiz pomoci je
stanovovana koncentrace Septonexu ve zdrojové komote, viz rusivé vlivy v kapitole 4.4.5.
Z tohoto dtvodu pouziti pufri v roztocich nebylo mozné. Bylo by vhodné se tomuto
problému vénovat v navazujici praci; vliv osmozy je jedno s uskali, které je tieba vyfesit.

Vysledky méfeni (obsahujici pfepoctené koncentrace Septonexu ve snaze omezit vliv
osmozy na jeho vysledné koncentrace) pro modifikované huminové kyseliny (MIHSS HK)
obsahuje Tabulka 7.
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Tabulka 7: Zavislost koncentraci Septonexu v case pro MIHSS HK

MIHSS HK - pocateéni koncentrace Septonexu ve zdrojové komore
5 mg-I* 10 mg-1* 15 mg-1*
doba koncentrace doba odbéru koncentrace doba odbéru koncentrace
odbéru [h] Septon_elxu [h] Septonixu [h] Septonixu
[mg-1"] [mg-1I"] [mg-17]
21 2,07 26 7,56 25,5 14,85
42 1,81 50 10,29 49,5 13,73
70 0,91 73,5 7,58 73 15,34
92 2,16 93 11,21 93 15,70
118 3,37 117 10,88 117 15,11
138 3,87 140 11,06 140 16,24

Z Tabulky 7 pro MIHSS HK je patrné, 7e u Septonexu s po&ateéni koncentraci 5 mg:1™
nastava ve zdrojové komorte difuzni cely na zacatku difuzniho procesu jeji prudky pokles,
ktery po asi sedmdesati hodinach dosahuje svého minima; poté se koncentrace Septonexu
zvySuje zpét k hodnoté blizké vychozi. Tento neocekavany efekt, ktery se projevuje jesté
siln€ji opakovanymi zvraty v koncentra¢ni zavistosti u vzorkli Septonexu s pocate¢nimi
koncentracemi 10 mg-I™*a 15 mg:1™, miZe byt zpiisoben nasledujicim:

Vliv jiz zminéné osmézy se mohl projevit natolik, Ze zkreslil 1 pfepoctené standardné
stanovené koncentrace tenzidu, viz Vztah (11), Tabulka 7 a Obrazku 21. Na obrazku
je jasné patrné, ze v pfijimaci komote po ¢ase doslo k podstatnému nértstu hladiny
(objemu) a tudiz i k osmotickému zvySeni koncentrace roztoku Septonexu v komote
zdrojové pii ubytku rozpoustédla. Bylo by tifeba tento aspekt detailnéji provéfit
V navazujici praci.

Vyssi iontova sila u methylovanych huminovych kyselin miiZe zpusobit potiZe
se stanovenim koncentrace tenzidu, jelikoZ roztoky MIHSS HK byly pfipravovany
odlisnym zpisobem nez roztoky IHSS HK. Opét je to téma pro navazujici praci.
Pokud bychom odmitli pfipustit rusivy vliv iontové sily zplsobeny postupem
v piipravé roztoki MIHSS HK, mtizeme ptedpokladat, ze se systém v pripadé
methylovanych huminovych Kkyselin jiz dostal do rovnovahy. Ustdleny stav
se projevuje stalou koncentraci tenzidu. Tuto hypotézu podporuje fakt, Ze selektivni
blokace karboxylovych skupin (z tvaru —COOH na —COOCH3) u methylovanych
huminovych kyselin, zamezuje interakcim kladnych hydrofilnich skupin Septonexu
S (za normalnich okolnosti) disociovanymi karboxylovymi skupinami huminovych
kyselin. Podle védeckych c¢lankt lze tvrdit, Ze huminové kyseliny reaguji
s kationickymi tenzidy skrze elektrostatické interakce [46] a karboxylovym skupinam
se prisuzuje velky vliv pfi reakcich s kladné nabitymi latkami [18]. Pokud jsou
karboxylové kyseliny blokované, dochazi pouze k vyrovnavani koncentraci (¢ili
chemickych potencialll) v obou komorach difiznich cel.
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e Metoda stanoveni koncentrace tenzidu neni vhodna — avSak vzhledem k tomu, Ze
byla provedena né¢kolikrat optimalizace metody pro toto stanoveni, byla sestrojena
kalibra¢ni zavislost a ovéfena méfenim neznamych koncentraci vzorkd, jez pfinesly
uspokojivé vysledky, logicky se nabizi zavér, ze tato hypotéza neni spravna. Metoda
stanoveni koncentrace tenzidu by neméla ovliviiovat narust v koncentraci Septonexu
ve vyssich ¢asech.

5.3 Zdanlivy parametr interakci 8y,

Dle pivodnich piedstav se k posouzeni miry interakci mezi huminovymi kyselinami IHSS
HK a Septonexem, resp. jejich methylovanou formou MIHSS HK a Septonexem méla pouzit
zdanliva rovnovazna konstanta K,pp, viz kapitola 2.8. Z uvedenych tabulek i grafickych
zavislosti koncentraci Septonexu v case (jednoznatné u nemethylovanych huminovych
kyselin) je stale patrna tendence k poklesu koncentraci Septonexu. Je tedy zfejmé, Ze systém
nedospé€l do stavu rovnovahy ani po 144 hodinach provadéni experimentd. U methylovanych
huminovych kyselin jsme stavu rovnovahy dosahnout mohli, ale nelze to bez dal$iho badani
ovéfit. Proto bylo nezbytné pro ucely této prace pouzit zdanlivy parametr interakei &app, jez
poslouzil pro stejné casové intervaly odbéri Septonexu obdobné jako Kapp. Ma totiz obdobny
vyznam, ale je definovany pro difizni stav nerovnovazny, viz kapitola 2.8. Cim vysich
hodnot bude 6.y, nabyvat, tim vyssi bude schopnost dané latky (huminovych kyselin)
s difundujici latkou (Septonexem) interagovat.

Z namé&fenych dat koncentraci Septonexu v Case byly vypocitany hodnoty zdanlivych
parametri interakci 6,pp, které jsou pro vSechny experimenty v ¢asech odbéri co nejblize
144 hodinam uvedeny v Tabulce 8 a graficky znazornény na Obrazku 22.

Tabulka 8: Vypocitané hodnoty zdanlivého parametru interakci Sapp

cas odbéru koncentrace Septonexu
IHSS HK [h] ve zdrojové komore Sapp []
[mg-1™]
s

> Mg 144 1,35 2,7077
Septonexu
10 ma-I*

o 147> 6,46 0,5208
Septonexu
15 mg-I™

J 144 11,38 0,3180
Septonexu

MIHSS HK
5mg-I?

; 138 3,87 0,8050
Septonexu
10 ma-1?

o 140 11,06 0,2913
Septonexu
15 mg-I™

: 140 16,24 0,3852
Septonexu
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Z tabulky si miizeme povSimnout, Ze parametr interakci ., nepfevySuje kromé udaje
uroztoku 5 mg™" Septonexu pro IHSS HK hodnotu 1. Z vyse uvedenych grafickych
zavislosti a tdaju v tabulkach je patrna tendence k poklesu koncentrace Septonexu v Case —
piedevsim u IHSS HK. Rovnovahy tak nebylo dosazeno ani po limitnim ¢ase odbéru 144
hodin.

3,0

IHSS HK
2,5 -
< 20 -
(3]
ey
o
g 15
£
£
£ 1,0 - MIHSS HK
©
g IHSS HK
—
£ 00 ]
144 h 138 h 147,5h | 140 h | 144 h | 140 h
5 mg/| Septonexu | 10 mg/I Septonexu | 15 mg/I Septonexu |

Obrazek 22:Graf zavislosti zdanlivého parametru interakci dapp na pocatecni koncentraci Septonexu
ve zdrojove komore pro IHSS HK a MIHSS HK

Ze sloupcového grafu na Obrazku 22 je patrné, Ze hodnota zdanlivého parametru interakci
Sapp siln€ zavisi na pocatecni koncentraci Septonexu ve zdrojové komote — u IHSS HK
mizeme sledovat jeji prudky pokles v rozsahu koncentraci od 5 mg-I* do 10 mg-I"*. Dalsi
hodnoty 8app Se uz tak vyznamné nelisi.

Pfi vyhodnoceni pro MIHSS HK registrujeme pokles 8,5, mezi koncentracemi 5 mg-1™
a 10 mg:I™* Septonexu, aviak poté mirny naréist ke koncentraci 15 mg:I™ Septonexu.

U koncentraci 5 mg-I* a 10 mg:I™* je ov&fen predpoklad, Ze zdanlivy parametr interakei
Sapp Nabyva vyssich hodnot u IHSS HK nez u jejich methylované formy MIHSS HK. To
znamena, Ze tu hraje vyznamnou roli selektivni blokace karboxylovych skupin
u methylovanych kyselin pfi interakcich. U koncentrace 15 mg:™ Septonexu viak tento
predpoklad splnén neni, protoze 64 nabyvd vysSich hodnoty u MIHSS HK. Toto
experimentalni zjisténi je mozné oduvodnit poznatkem, ze elektrostatické interakce,
pfedevsim mezi disociovanymi karboxylovymi skupinami huminovych kyselin a hydrofilnimi
katioaktivnimi skupinami Septonexu mohou byt nahrazeny u methylovanych MIHSS HK
jinym typem interakci, které se nejvice projevily pravé u koncentrace 15 mg-1™, napiiklad 7-n
interakcemi ¢i hydrofobnimi interakcemi. Avsak nesmime opomenout fakt, zZe jsme se pii
experimentech nedostali do rovnovazného stavu. Bylo by tedy vhodné prozkoumat hodnoty
Sapp Pro delsi casové intervaly.
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6 ZAVER

Naplni této bakalaiské prace bylo prostudovat interakce huminovych kyselin s povrchové
aktivnimi latkami (tenzidy) prostfednictvim dialyzacnich a difiznich technik a vliv
karboxylovych funkénich skupin na reaktivitu huminovych kyselin.

Protoze se koncentrace tenzidu v difuzni cele neda pifimo (napiiklad spektrofotometricky)
stanovit, bylo tfeba nejprve optimalizovat metody stanoveni ionickych tenzidi. Ob& pouzité
metody byly zalozené na principu vytvofeni barevného iontového paru mezi tenzidem
a opacn¢ nabitym barvivem S néaslednou extrakci tohoto paru do organického rozpoustédla.

Jiz z prvnich experimentl pfi interakcich Septonexu s huminovymi kyselinami, byl patrny
pokles koncentrace Septonexu v Case Ve zdrojové komote, coz svéd¢i o pozitivni afinité
huminovych kyselin vii¢i Septonexu.

U experimentl s methylovanymi huminovymi kyselinami dochéazelo predevSim u vysSich
vstupnich koncetraci Septonexu k pozorovatelnému tubytku hladiny roztoku Septonexu v Case
ve zdrojové komote na Ukor vzrlstajici hladiny roztoku huminovych kyselin v komote
ptijimaci. Tento jev byl odivodnén ptfedev§im osmoézou; vysvétleno v kapitole 5.2. Za
normalnich okolnosti by se k zamezeni vlivu osmoézy vyuzilo pufri. Bohuzel, pridavek
iontové sily formou pufru by narusil citlivé stanoveni kationaktivnich tenzidi disulfinovou
modfi, jejiz pomoci je stanovovéana koncentrace Septonexu ve zdrojové komote (viz rusivé
vlivy, kapitola 4.4.5).

Mira interakci mezi huminovymi kyselinami a Septonexem byla posuzovana na zakladné
zdanlivého parametru interakci Sapp, protoze zdanliva rovnovazna konstanta K, nemohla byt
pro tyto vypocty pouzita, nebot’ jsme ani po 144 hodinach nedosahli rovnovahy v diftiznich
celach pti experimentech s huminovymi kyselinami (IHSS HK). Variantné u methylovanych
huminovych kyselin (MIHSS HK) to nemizeme s jistotou potvrdit. Stale plati predpoklad, ze
by IHSS HK m¢ly mit vyssi interakéni parametr nez MIHSS HK.

Z grafické zavislosti je patrné, ze hodnota zdanlivého parametru interakci Sapp silné zavisi
na pocatecni koncentraci Septonexu ve zdrojové cele. Nejvyssi hodnota 8app (a zaroven jako
jedina nabyvajici hodnoty vy3si nez 1) se jasné ukazala u roztoku 5 mg-1" Septonexu pro
IHSS HK. U hodnot 8,y pro koncentrace 5 mg:1™ i 10 mg:I™ Septonexu je splnén predpoklad,
ze zdanlivy parametr interakci 645 nabyvd vysSich hodnot u IHSS HK nez u jejich
methylované formy MIHSS HK. Tedy pfi interakcich hraje vyznamnou roli selektivni blokace
karboxylovych skupin.

Perspektiva prace do budoucna:

Pfi studiu interakci huminovych kyselin s tenzidy v diftznich celach se vynofila fada
otazek, které by bylo dobré vyiesit v budoucnu. V prvni fad¢ jde o pouziti optimalizovanych
metod pro stanoveni ionickych tenzidii, v nichz se musi pracovat s chloroformem. Bylo by
vhodné, pokusit se upravit optimalizované metody na ,,mens$i objemy* roztokd, abychom
omezili pouziti neekologického chloroformu. Navic se chloroformové extrakty (pfedevsim
u stanoveni kationaktivnich tenzidl) musi spektrofotometricky zméfit tyz den, kdy byla
provadéna extrakce, nebot’ absorbance chloroformovych extraktl je nezavisla na Case pouze
do 24 hodin od stanoveni. V idealnim pfipadé: pokusit se vyhledat pfimou metodu pro
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stanoveni koncentraci tenzidd, nebo alesponl takovou, ktera by byla Setrnéjsi k Zivotnimu
prostiedi, tj. bez vyuziti toxickych organickych rozpoustédel.

Co se tyka diftiznich experimentt: bylo by zadouci vyfesit problém osmozy i iontové sily,
jez ziejmé zKresluji stanoveni a zavislost koncentrace Septonexu v ¢ase. Teprve pak je mozné
a smysluplné prodlouzit doby odbéru Septonexu v difuznich celach (vyznamné vice nez 144
hodin) a dosahnout stavu rovnovahy. To by umoznilo pouzit k posouzeni vlivu miry interakci
zdanlivou rovnovaznou konstantu Kgapp a ziskat lep$i moZnost srovnani mezi interakcemi
huminovych a methylovanych huminovych kyselin s tenzidy.
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